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 Abstract (Deutsch) 
Neueste Arbeiten zeigen, dass die Selbsterneuerung und Pluripotenz von 
Stammzellen durch hochkonservierte Signalwege kontrolliert werden. Störungen 
dieser Prozesse verursachen Tumoren, die von Zellen mit stammzellähnlichen 
Eigenschaften ausgehen, den sog. Krebsstammzellen. Diese Arbeit zeigt, dass 
erhöhte Wnt/β-Catenin- und erniedrigte Bmp-Signalgebung eine wichtige Rolle in 
der Entstehung humaner Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüsen spielen. 
Es wurde ein Mausmodell hergestellt, bei dem die Aktivierung der Wnt/β-Catenin- 
und der Verlust der Bmp-Signalgebung ebenfalls Speicheldrüsenkarzinome 
verursachen. Die Speicheldrüsen-Tumoren der Maus enthielten eine erhöhte Zahl 
von CD24+CD29+-Stammzellen, von denen bereits 500 Zellen transplantierbare 
Tumoren in NOD/SCID-Mäusen induzierten, d. h. dass sie Krebsstammzellen 
darstellen. Die Veränderung nur eines Signalweges, Wnt/β-Catenin oder Bmp 
allein, war nicht tumorigen, resultierte aber in einer erhöhten Anzahl von 
CD24+CD29+-Stammzellen in der Speicheldrüse und einer fünffach schnelleren 
Geweberegeneration nach Verwundung. Die Krebsstammzellen der 
Speicheldrüsen zeigten eine erhöhte Expression von Pluripotenzgenen und 
globale Veränderungen von trimethyliertem Lysin 4 und 27 des Histons 3. Diese 
Veränderungen können häufig mit einer Zunahme aktiven und einer Abnahme 
repressiven Chromatins korreliert werden. Die Krebsstammzellen wuchsen in 
vitro als undifferenzierte Salisphären und konnten durch Inhibierung des Wnt/β-
Catenin-Signalweges in drüsenartige Strukturen differenziert werden. Dieser 
Prozess war von repressivem Chromatin abhängig, da DNA-Methylierungs- oder 
Histon-Deazetylase-Inhibitoren den ursprünglichen Krebsstammzell-Status 
wieder reaktivieren konnten. Diese Arbeit zeigt, dass ein aktiver Wnt/β-Catenin-
Signalweg die Transformation von normalen Stammzellen zu Krebsstammzellen 
durch einen epigenetischen Mechanismus fördert. Die Ergebnisse eröffnen neue 
Strategien für die Tumortherapie beim Menschen. 
 
 
Wnt/beta-Catenin, BMP, Krebs, Stammzellen, Epigenetik, Regeneration 
 Abstract (Englisch) 
Little is known about the processes by which cancer stem cells arise in the 
different tissues. Our analysis of aggressive squamous cell carcinomas (SCCs) of 
the salivary gland in human patients suggested a link to the Wnt/β-catenin and 
Bmp signaling systems. Using a genetically modified mouse strain in which Wnt 
signaling is up-regulated and Bmp is suppressed, we found that  
Wnt/β-catenin promotes the transformation of normal stem cells into cancer stem 
cells through an epigenetic mechanism. Mouse SCCs of the salivary gland 
contained high numbers of CD24+CD29+ cancer stem cells. As few as 500 of 
these cells sufficed to cause tumors when transplanted into NOD/SCID mice. 
Mice in which only one of the signaling systems was altered had higher numbers 
of stem cells in the salivary gland, more efficient tissue regeneration, and no 
apparent tumors. We discovered that the difference of normal compared to 
cancer stem cells in the salivary gland is an up-regulation of specific pluripotency 
genes, e.g. Dppa5, as well as global changes in trimethylated Lysine 4 and 27 of 
histone 3. This indicates an increase of active chromatin and a decrease in the 
repressive form, which suggests a mechanistic explanation for the change of cell 
fate. Cancer stem cells of the salivary gland grew as non-adherent spheres and 
retained the capacity for differentiation if β-catenin is inhibited. This depended on 
repressive chromatin, as shown by the fact that 5-azacytidine or HDAC inhibitors 
restored stemness. Our data opens new strategies for future cancer therapies in 
humans. 
 
 
Wnt/beta-catenin, BMP, cancer, stem cells, epigenetics, regeneration 
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Zusammenfassung 
Neueste Arbeiten haben gezeigt, dass die Selbsterneuerung und Pluripotenz von 
Stammzellen durch hochkonservierte Signalwege kontrolliert werden. Störungen 
dieser Prozesse verursachen Tumoren, die von Zellen mit stammzellähnlichen 
Eigenschaften ausgehen, den sog. Krebsstammzellen. Diese Arbeit gliedert sich 
in zwei Teile. In einem ersten Teil wird gezeigt, dass erhöhte Wnt/β-Catenin- und 
erniedrigte Bmp-Signalgebung eine wichtige Rolle in der Entstehung humaner 
Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüsen spielen. Wir haben ein Mausmodell 
hergestellt, bei dem die Aktivierung der Wnt/β-Catenin- und der Verlust der Bmp-
Signalgebung ebenfalls Speicheldrüsenkarzinome verursachen. Die 
Speicheldrüsen-Tumoren der Maus enthielten eine erhöhte Zahl von 
CD24+CD29+-Stammzellen (10%), von denen bereits 500 Zellen ausreichten, um 
transplantierbare Tumoren in NOD/SCID-Mäusen zu induzieren, d. h. dass sie 
Krebsstammzellen darstellen. Die Veränderung nur eines Signalweges, Wnt/β-
Catenin oder Bmp allein, war nicht tumorigen, resultierte aber in einer erhöhten 
Anzahl von CD24+CD29+-Stammzellen in der Speicheldrüse (3%) und einer 
fünffach schnelleren Geweberegeneration nach Verwundung. In einem zweiten 
Teil dieser Arbeit wurde untersucht, welcher Mechanismus für den Übergang von 
normalen Gewebe-Stammzellen zu Krebsstammzellen verantwortlich ist. Die 
Krebsstammzellen der Speicheldrüsen zeigten eine erhöhte Expression von 
Pluripotenzgenen sowie globale Veränderungen von trimethyliertem Lysin 4 und 
27 des Histons 3 im Chromatin. Diese Veränderungen können häufig mit einer 
Zunahme aktiven und einer Abnahme repressiven Chromatins in Verbindung 
gebracht werden. Die Krebsstammzellen wuchsen in vitro als nichtadhärente, 
undifferenzierte Aggregate (sog. Salisphären) und konnten durch chemische 
Inhibierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges mit der Substanz ICG-001 in 
drüsenartige Strukturen differenziert werden. Dieser Prozess war von 
repressivem Chromatin abhängig, da DNA-Methylierungs- (5-Azazytidin) oder 
Histon-Deazetylase-Inhibitoren (Valproinsäure) den ursprünglichen 
Krebsstammzell-Status wieder reaktivieren konnten. Diese Arbeit zeigt, dass ein 
aktiver Wnt/β-Catenin-Signalweg die Transformation von normalen Stammzellen 
zu Krebsstammzellen durch einen epigenetischen Mechanismus fördert. Die 
Ergebnisse eröffnen neue Strategien für die Tumortherapie beim Menschen. 
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Einleitung 
Stammzellen - Ein Überblick 
Stammzellen sind Körperzellen, die sich in verschiedene Zelltypen oder Gewebe 
ausdifferenzieren können. Die Unterscheidung von Stammzellen erfolgt meist 
anhand ihres ontogenetischen Alters und Differenzierungspotentials, wobei 
embryonale Stamm (ES)-Zellen die frühesten Stammzellen darstellen. Aus 
diesen gehen später die primitiven Keimstammzellen, die somatischen 
Stammzellen und die Vorläuferzellen verschiedener Gewebe hervor. 
Stammzellen besitzen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und zur Generierung 
sich differenzierender Zellen. Dazu teilen sich Stammzellen oft asymmetrisch, 
wobei eine neue Stammzelle und eine sich ausdifferenzierende Vorläuferzelle 
entstehen. Zur numerischen Zunahme durchlaufen Stammzellen eine 
symmetrische Teilung, wobei die Balance zwischen symmetrischer und 
asymmetrischer Teilung v. a. vom entwicklungsbiologischen Stadium und von 
Umwelteinflüssen abhängt [1]. 
 
Embryonale Stammzellen, die man aus der inneren Zellmasse der Blastozyste 
von Vertebraten isoliert, können sich in Zellen aller drei Keimblätter (Ektoderm, 
Entoderm und Mesoderm) sowie in Keimbahn-Zellen differenzieren. Man 
bezeichnet sie daher als pluripotent. Theoretisch sollten ES-Zellen eine 
unbegrenzte Quelle für regenerative Therapien darstellen. In der Praxis konnten 
ES-Zellen bisher jedoch nicht erfolgreich in klinischen Studien eingesetzt werden, 
da die Kontrolle von Proliferation und Differenzierung schwierig ist. Die größte 
Gefahr birgt das tumorigene Potential der ES-Zellen, die nach Transplantation 
Teratome bilden können. Es ist inzwischen aber gelungen, ausdifferenzierte 
Fibroblasten in sog. induzierte pluripotente Stammzellen (engl.: „induced 
pluripotent stem cells“, iPS) zu  reprogrammieren [2,3]. 
 
Adulte Stammzellen, auch als somatische oder Gewebe-Stammzellen 
bezeichnet, besitzen nur ein beschränktes Differenzierungs-Potential für 
bestimmte Gewebe oder Organe, z. B. der Haut, der Leber oder des 
hämatopoetischen Systems. Im Unterschied zu ES-Zellen bezeichnet man 
Gewebe-Stammzellen als multipotent. Die hämatopoetischen Stammzellen des 
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Knochenmarks wurden bisher am besten untersucht. In den 1960er Jahren wurde 
gezeigt, dass Mäuse, die einer lethalen Dosis an γ-Strahlung ausgesetzt waren, 
mit einer Knochenmarks-Transplantation überleben [4,5]. Die erste 
Knochenmarks-Transplantation zur erfolgreichen Behandlung von Leukämie beim 
Menschen wurde 1965 durchgeführt [6]. Seitdem wurden in vielen weiteren 
Organen adulte Stammzellen identifiziert, die die Grundlage stammzell-basierter 
Therapien für Erkrankungen sind, z. B. bei Herzinfarkt, Parkinson oder Diabetes. 
 
Typische Stammzell-Eigenschaften können auch Krebszellen zugeordnet 
werden, weshalb man diese als Krebs-Stammzellen (engl.: „cancer stem cells“, 
„tumor-initiating cells“) bezeichnet. Solche Eigenschaften sind die Fähigkeit zur 
nahezu unbegrenzten Selbsterneuerung und Differenzierung sowie die 
Abhängigkeit von einer bestimmten zellulären Umgebung, der (Krebs-) 
Stammzell-Nische [7,8,9]. So besitzen nur wenige Zellen eines Tumors 
tumorigenes Potential, wohingegen die Masse des Tumors aus differenzierten, 
nicht oder schwach tumorigenen Zellen besteht. Die Existenz von 
Krebsstammzellen wurde zuerst 1994 im hämatopoetischen System gezeigt [10]. 
Inzwischen wurden Krebsstammzellen ebenso in soliden Tumoren identifiziert, z. 
B. in Tumoren der Milchdrüse, des Gehirns, der Haut und des Darms 
[11,12,13,14]. In den letzten Jahren wurde zudem klar, dass Stamm- und 
Krebsstamm-Zellen charakteristische Genexpressions-Profile besitzen, die teils 
überlappen und woraus sich Prognosen zur Tumor-Differenzierung und 
Aggressivität ableiten lassen [15]. Außerdem wurde gezeigt, dass die 
Genexpression in diesen Zellen durch spezifische epigenetische Mechanismen 
reguliert wird [16,17].  
 
In der Stammzell-Forschung sind bisher erst wenige allgemein-gültige Marker für 
ES-, Gewebe- oder Krebsstammzellen charakterisiert worden. Bisher erlaubten v. 
a. histologische und genetische Analysen die Identifizierung von Stammzell-
Markern, wie Sca-1, CD133, Lgr5, CD24 und CD29. Diese Marker werden für die 
Isolierung von Gewebe- oder Krebsstammzellen verwendet, wobei einige 
organspezifisch sind und andere in verschiedenen Geweben gleichzeitig 
exprimiert werden (Tab. 1). Da kein alleiniger Marker für Stammzellen existiert, 
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kombiniert man üblicherweise mehrere Marker zu deren Identifizierung und 
Isolierung [18,19]. 
 
Tab. 1: Häufige Marker zur Identifizierung von ES-, Gewebe- oder Krebsstammzellen 
[14,18,19,20,21]. 
Marker Synonym Marker-Vorkommen (Beispiele) 
SSEA-1 CD15 ES-, iPS- und Keimzellen; Krebsstammzellen  (Gehirn)
Sca-1 „stem-cell 
antigen“, 
Ly-6A/E 
Stammzellen in Muskeln, Milchdrüsen und im 
Hämatopoetischen System; Krebsstammzellen in 
Milchdrüse und Prostata 
c-Kit CD117 Hämatopoetische Stammzellen 
CD24 „heat-stable 
antigen“ 
Stammzellen der Milch- und Speicheldrüse, 
Krebsstammzellen der Milchdrüse und Prostata 
CD29 β1-Integrin Stammzellen in Haarfollikeln, Milch- und 
Speicheldrüse; Krebsstammzellen der Milchdrüse 
CD34  Hämatopoetische und Haarfollikel-Stammzellen, 
Epidermale Krebsstammzellen 
CD133 Prominin-1 Neuroepitheliale, hämatopoetische  und endotheliale 
Vorläuferzellen; Krebsstammzellen in Gehirn, 
Pankreas, Lunge, Prostata und Kolon 
Lgr5 Gpr49 Stammzellen im Darm und Haarfollikeln, 
Krebsstammzellen im Kolon 
p63  Krebsstammzellen der Prostata, verstärkt exprimiert in 
regenerativen Zellen vieler Epithelien 
CD44 PGP1 Krebsstammzellen in Milchdrüse, Pankreas und in 
Tumoren der Kopf- und Hals-Region 
CD49f α6-Integrin Krebsstammzellen der Prostata 
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Epigenetische Regulationsmechanismen in Stammzellen 
Nach neuesten Ergebnissen korrelieren Selbsterneuerung und Pluripotenz von 
ES-Zellen eng mit dem epigenetischen Status [17,22]. Dies gilt auch für 
Krebsstammzellen [16]. Der Begriff „Epigenetik“ bezieht sich auf vererbbare 
Modifikationen in der Zelle, die selbst nicht in der DNA-Sequenz kodiert sind. 
Epigenetische Phänomene können u. a. durch Modifikationen einzelner DNA-
Basen oder der Histone vermittelt werden. Die bei weitem bekanntesten 
Modifikationen sind Methylierungen von Cytidin-Basen in Cytosin-Guanosin-
Nukleotid-Dimeren (CpG). Außerdem findet man bestimmte Histon-
Modifikationen, wie z. B. Acetylierungen oder Methylierungen an Lysinresten, die 
insgesamt auch als „Histon-Code“ bezeichnet werden. Sowohl DNA-
Methylierungen als auch Histon-Modifikationen können gleichzeitig stattfinden 
und sich beeinflussen. Dadurch entstehen komplexe epigenetische Netzwerke, 
die bisher nur wenig erforscht sind [23].  
 
Histon-Modifikationen können die Chromatinstruktur verändern. Dadurch ergeben 
sich Auswirkungen auf die Erreichbarkeit von Promotoren für 
Transkriptionsfaktoren, wodurch die Genaktivität beeinflusst wird. Ein 
charakteristischer Chromatin-Status, der mit repressivem Chromatin und 
transkriptioneller Inaktivität einhergeht, ist die dreifache Methylierung von Lysin 
an der Position 9 und 27 des Histons 3 (H3K9me3 und H3K27me3) [24,25]. Ein 
weiterer wichtiger Chromatin-Marker, H3K4me3, ist dagegen typisch für 
geöffnetes Chromatin, was mit aktivierten Promotoren assoziiert werden kann 
[24,26]. Einige Studien konnten zeigen, dass die Differenzierung von ES-Zellen 
und der Verlust von Pluripotenz typischerweise mit einem Anstieg von H3K9me3 
und H3K27me3 korreliert. Dagegen werden die H3K4me3-Markierungen in 
diesen Zellen verringert [22].  Bisher ist wenig bekannt, ob und welche 
Chromatinmodifizierungen in Krebsstammzellen eine wichtige Rolle spielen. 
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Stammzellen werden in ihrer Funktion maßgeblich durch verschiedene 
Signalwege reguliert, wie Wnt, Tgf-β/Bmp, Hedgehog, Notch und die Rezeptor-
Tyrosinkinasen [27]. Im Folgenden werden zwei dieser Signalwege, Wnt/β-
Catenin und Bmp, aufgrund ihrer großen Bedeutung für diese Arbeit näher 
erläutert. 
 
 
Der Wnt-Signaltransduktionsweg 
Der Wnt-Signaltransduktionsweg übernimmt eine wichtige Rolle in der 
Embryonalentwicklung sowie während der Regeneration von Geweben und 
Organen im adulten Organismus. Störungen in solch wichtigen Signalwegen 
können auch zur Entstehung von Krankheiten und der Progression von Tumoren 
führen. Die Rolle des Wnt-Signalweges wurde erstmals durch Analysen in 
Drosophila und in der Maus verdeutlicht. So wurde 1982 das Gen Int-1 
(Integrator-1) gefunden und kloniert, das durch die Integration eines Retrovirus 
(Mouse Mammary Tumor Virus, MMTV) aktiviert wird und in Mäusen Tumoren 
der Milchdrüsen induziert [28]. 1973 wurde bereits die Drosophila-Mutante 
Wingless (wg) [29] durch eine stark gestörte embryonale Flügelentwicklung 
charakterisiert. Später zeigte sich, dass wg und Int-1 Homologe darstellen 
[30,31]. Seitdem wird die Abkürzung „Wnt“ als Kombination der Gen-Namen 
Wingless aus Drosophila und Int-1 aus der Maus verwendet [32]. Zusätzlich zum 
Verlust der Flügel offenbarte die wg-Mutante auch Segmentierungsstörungen 
während der Embryonalentwicklung [33]. Nüsslein-Volhard, Wieschaus, Perimon, 
Nusse und andere entdeckten weitere, durch mutierte Segmentpolaritäts-Gene 
verursachte  Segmentierungsstörungen in Drosophila. Diese Gene konnten 
später als wichtige Komponenten in den Wnt-Signaltransduktionsweg 
eingeordnet werden [33,34,35,36]. 
 
Wnt-Proteine sind cysteinreiche Glykoproteine, die parakrin auf lokal benachbarte 
Zellen wirken [37]. Nach ihrer Synthese werden die Wnt-Proteine zunächst 
schrittweise modifiziert (Palmitoylierung und Glykosylierung durch Porcupin). 
Anschließend erfolgen der Transport und die  Sekretion der modifizierten Wnt-
Proteine vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran über Wntless, wobei das 
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Recycling von Wntless durch den Retromer-Komplex übernommen wird 
[38,39,40,41,42,43,44,45,46,47]. Die sezernierten Wnt-Proteine können auf 
benachbarte Zellen als Liganden an die extrazelluläre N-terminale Domäne von 
Frizzled-Siebentransmembran-Rezeptoren binden und dadurch die 
Signalübertragung im Zytoplasma einleiten [48,49,50]. Die Bindung der 
verschiedenen Wnt-Liganden an die Frizzled-Rezeptoren kann entweder den 
klassischen, kanonischen Wnt/β-Catenin- oder die nichtkanonischen, planaren 
Zellpolaritäts-(Wnt/JNK) oder Wnt/Ca2+-Signalwege initiieren. Dies deutet darauf 
hin, dass die Familie der Wnt-Proteine (es existieren 19 humane Wnt-Gene) 
zumindest in zwei Gruppen unterteilt werden kann. Die ektopische Expression 
von z. B. Wnt-1, -3a, -6, -8a resultiert in einer transformierenden (onkogenen) 
Wirkung auf epitheliale Zellen sowie der Induktion einer sekundären Körperachse 
in Xenopus-Embryonen durch die vorwiegende Aktivierung des kanonischen 
Wnt/β-Catenin-Signalweges. Zur zweiten Gruppe gehören die nichtkanonischen 
Wnt-Liganden (z. B. Wnt-4, -5a, -11), welche Zellpolarität sowie gerichtete 
Zellbewegungen in Drosophila- und Xenopus-Embryonen kontrollieren, die auch 
als Konvergenz- und Extensions-Bewegungen bekannt sind [51,52]. Da in dieser 
Arbeit die Bedeutung des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweges untersucht 
wurde, soll dieser nun detaillierter beschrieben werden. 
 
 
Der kanonische Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg 
Im Wnt/β-Catenin-Signalweg übernimmt das durch das Gen Ctnnb1 (catenin beta 
1) kodierte β-Catenin-Molekül in der Zelle eine duale Funktion. Zum einen 
aktiviert es nach Stabilisierung und Translokation in den Zellkern spezifische 
Wnt/β-Catenin-Zielgene (Abb. 1). Zum anderen ist β-Catenin mit Cadherin-
Zelladhäsionsmolekülen assoziiert und gehört zur Armadillo-Familie, da es zwölf 
sich wiederholende Armadillo-Motive besitzt. Diese Domänen wurden erstmals im 
Drosophila-Segmentpolaritätsgen und β-Catenin-Homolog armadillo 
nachgewiesen [53,54,55,56,57,58,59]. Die Aktivität des Wnt/β-Catenin-
Signalweges ist v. a. von der Stabilität des β-Catenin-Moleküls abhängig 
[60,61,62]. In Abwesenheit von Wnt-Liganden (Abb. 1A) wird zytoplasmatisches 
β-Catenin in einen Multiprotein-Komplex rekrutiert. Dort interagiert β-Catenin mit 
dem Tumor-Suppressor-Genprodukt Adenomatous Polyposis Coli (APC) sowie 
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Axin1/Axin2 und wird durch zwei Kinasen (Caseinkinase 1α, CK1α und 
Glykogensynthasekinase-3β, GSK-3β) N-terminal phosphoryliert (an Serin 45, 
Threonin 41, Serin 37 und Serin 33) [63,64,65,66,67,68,69,70]. Phosphoryliertes 
β-Catenin bindet danach an β-TrCP (β-transducin repeat-containing protein), wird 
in einem E3-Ubiquitin-Ligasen-Komplex poly-ubiquitiniert und für den 
proteasomalen Abbau markiert [71,72,73,74]. Durch den streng kontrollierten 
Abbau von überschüssigem zytoplasmatischem β-Catenin wird der 
 
A B
 
Abb. 1: Der Wnt/β-Catenin-Signalweg. (A) In Abwesenheit von Wnt-Liganden wird 
zytoplasmatisches β-Catenin in einen Multiproteinkomplex aus Axin und APC rekrutiert und von 
CK1α und GSK-3β N-terminal phosphoryliert. Die E3-Ubiquitinligase β-TrCP ubiquitiniert N-
terminal phosphoryliertes β-Catenin und vermittelt den proteasomalen Abbau. Im Zellkern 
verhindern Groucho-Ko-Repressoren die Transkription von LEF/TCF-Zielgenen. (B) Nach 
Bindung von Wnt an FZD und LRP5/6-Ko-Rezeptoren startet die Signalübertragung auf β-
Catenin. CK1γ und GSK3β phosphorylieren LRP5/6. Dishevelled-Polymere interagieren mit FZD. 
Axin wird an die Plasmamembran rekrutiert, was den Multiprotein-Abbaukomplex inaktiviert. 
Freies, stabilisiertes β-Catenin transloziert in den Zellkern und bildet einen transkriptionell aktiven 
Komplex mit LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren. Die Bindung zu Groucho wird aufgehoben und die 
Bindung an Ko-Aktivatoren wie BCL9, Pygo und CBP initiiert. APC, adenomatous polyposis coli; 
β-TrCP, β-transducin repeat-containing protein; BCL9, B-cell lymphoma 9; CBP, CREB binding 
protein; CK1α/γ, Casein kinase 1α/γ; DKK, Dickkopf; DVL, Dishevelled; GSK-3β, Glykogen 
synthase kinase 3β; FZD, Frizzled; LEF, lymphoid enhancer factor; LRP5/6, LDL-receptor related 
protein 5/6; SFRP, secreted Frizzled related protein; TCF, T-cell factor; P, Phosphorylierung; 
Pygo, Pygopus; Ub, Ubiquitin; WIF, Wnt inhibitory factor. Abbildung modifiziert nach [75]. 
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Gehalt an β-Catenin in der Zelle gering gehalten und die Translokation in den 
Zellkern verhindert. Im Zellkern wird die Transkription von LEF/TCF-Zielgenen 
durch die Interaktion von LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren mit Groucho-Ko-
Repressoren verhindert (LEF, lymphoid enhancer-binding factor; TCF, T 
lymphocyte-specific transcription factor oder T-cell factor) [76,77,78].  
 
In Anwesenheit kanonischer Wnt-Liganden kommt es zur Bildung eines ternären 
Komplexes aus Wnt, Frizzled und dem Lipoprotein-verwandten Ko-Rezeptor 
LRP5 oder LRP6 [79,80,81]. Die Interaktion zwischen Wnt-Liganden, Frizzled- 
und LRP5/6-Rezeptoren kann durch verschiedene Inhibitoren blockert werden 
(Abb. 1A). Zu diesen gehören lösliche, Frizzled-verwandte Moleküle (SFRP, 
secreted Frizzled-related protein) und der Wnt-inhibitorische Faktor-1 (WIF), die 
im interstitiellen Kompartiment an Wnt-Liganden binden und die Interaktion von 
Wnt-Liganden mit Frizzled-Rezeptoren kompetitiv hemmen [82,83,84]. Zusätzlich 
binden sezernierte Dickkopf-Moleküle (DKK) an Kremen und LRP5/6, was die 
Aktivierung des Wnt-Signalweges durch Internalisierung von LRP verhindert 
[85,86].  
Die Bindung kanonischer Wnt-Liganden an Frizzled- und LRP5/6-Ko-Rezeptoren 
führt zur Phosphorylierung von LRP5/6 durch CK1α und GSK-3β [87,88](Abb. 
1B). Danach werden Dishevelled-Moleküle (Dvl) an die Plasmamembran 
rekrutiert. Dort interagieren diese mit Frizzled und es erfolgt die Polymerisierung 
mit anderen Dishevelled-Molekülen [89,90]. Nach der Phosphorylierung von 
LRP5/6 und der Bildung des Dvl-Poly mers transloziert Axin aus dem 
Multiprotein-Abbaukomplex an die Plasmamembran, wodurch der Komplex 
zerfällt. Dies führt zur zytoplasmatischen Anreicherung und Translokation von β-
Catenin in den Zellkern, wo es einen transkriptionell aktiven Komplex mit 
LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren bildet [57,91]. Gleichzeitig wird die repressive 
Bindung von Groucho an LEF/TCF  aufgehoben und die Bindung von Ko-
Aktivatoren wie BCL9, Pygo und CBP ermöglicht 
[57,58,59,92,93,94,95,96,97,98]. 
 
Bislang wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, deren Transkription durch 
den β-Catenin/LEF/TCF-Komplex initiiert wird. 1997 wurde Ubx (Ultrabithorax) als 
erstes direktes transkriptionelles β-Catenin/LEF-Zielgen in Drosophila entdeckt 
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und später das Proto-Onkogen c-Myc, was die transformierende Rolle des 
kanonischen Wnt-Signalweges in der Kolon-Kanzerogenese bestätigte [99,100]. 
Inzwischen wurden viele weitere direkte Zielgene identifiziert, die auf der 
Internetseite http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html („Wnt  
Homepage“) stets aktualisiert werden. Die Produkte der Wnt/β-Catenin-Zielgene 
übernehmen vielfältige Funktionen; z. B. während der Zelldifferenzierung 
(Siamois, Brachyury), in der Signaltransduktion (VEGF, FGF, BMP4), in der 
Zellproliferation (c-Myc, Cyclin D1 und D2), in der Zelladhäsion (Twist, Snail, Nr-
Cam) und als funktionelle Komponenten des Wnt/β-Catenin-Signalweges, 
wodurch dessen Aktivität in positiver oder negativer Weise autoreguliert werden 
kann (Frizzled, DKK, LRP, Axin2, β-TrCP, LEF1, TCF1).  
 
 
 
Die Bedeutung des Wnt/β-Catenin-Signalweges während der 
Embryonalentwicklung sowie in Regeneration und Tumorentstehung 
Der Wnt/β-Catenin-Signalweg übernimmt bei Vertebraten während der 
Embryonalentwicklung vieler Gewebe und Organe sehr wichtige Funktionen. 
Dabei kommt es zu Interaktionen mit weiteren bedeutenden Signalwegen, z. B. 
Tgfβ/Bmp-, Fgf-, Notch- oder Hedgehog, die sich in Serie oder parallel 
beeinflussen können. Bereits in einem sehr frühen Stadium der 
Embryonalentwicklung, vor der Gastrulation, ist die Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signalweges für die Induktion des Mesoderms und die korrekte 
Ausbildung der embryonalen Körperachse von großer Bedeutung. Letzteres 
wurde zu Beginn des 19. Jahrhunderts von Morgan, Spemann und Mangold 
nachgewiesen. So konnte mit Lithiumchlorid (einem Aktivator des Wnt-
Signalweges), der Transplantation des danach benannten Spemann-Mangold-
Organisators oder später durch die Injektion von Wnt1-mRNA eine zweite 
Körperachse in Xenopus-Embryonen induziert werden [101,102,103,104]. Dies 
zeigte, dass die Ausbildung einer zweiten Körperachse durch die artifizielle 
Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion in Zellen verursacht wird, die während der 
normalen Embryonalentwicklung wenig Wnt-Aktivität besitzen [103,104,105]. 
Weitere wichtige Funktionen übernimmt der Wnt/β-Catenin-Signalweg in der 
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Embryonalentwicklung auch bei der Ausprägung des primitiven Endoderms, der 
Ausbildung der Kopfregion und bei der Entwicklung vieler Organe, was mit 
verschiedenen Mausmodellen gezeigt wurde [106,107]. Die Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signalweges ist zudem notwendig zur Erhaltung der Pluripotenz 
von ES-Zellen und für den Prozess der Reprogrammierung von 
ausdifferenzierten Fibroblasten in pluripotente Stammzellen (iPS) [108,109]. 
 
In bestimmten Organen, wie der Hypophyse, dem dorsalen Rückenmark oder 
den Knochen, kontrolliert der Wnt/β-Catenin-Signalweg die Bildung, 
Aufrechterhaltung oder Spezifizierung von Vorläuferzellen [110,111,112,113]. So 
induziert β-Catenin/LEF/TCF in der der Hypophyse die Expression von Pitx2, 
welches für die Entstehung von Pit1-exprimierenden Vorläuferzellen 
verantwortlich ist. Während der Knochenentwicklung kontrolliert β-Catenin die 
Differenzierung von osteo-chondrogenen Vorläuferzellen in Osteoblasten 
[111,112]. Die Bedeutung für die Aufrechterhaltung von Vorläuferzellen lässt sich 
auch anhand der Entstehung des dorsalen Rückenmarks beobachten. Hier führt 
die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges zur gesteigerten Proliferation von 
Olig3-exprimierenden Vorläuferzellen und zur Differenzierung überzähliger 
Foxd3- und Isl1/2-exprimierender Interneurone (dI2- und 3-Regionen) [113]. 
Dagegen führt die Nullmutation von β-Catenin zum Fehlen Olig3-exprimierender 
Vorläuferzellen, und der Verlust von Olig3 verhindert die Bildung von dI2- und 
dI3-Neuronen [110,114]. Die Kombination aus Olig3-Nullmutation und 
Stabilisierung von β-Catenin bewirkt den Verlust der dI2- und dI3-Neurone und 
die Zunahme Lbx1-exprimierender Neurone (dI4-dI6), während der proliferative 
Effekt auf die Vorläuferzellen erhalten bleibt. Dies zeigt, dass Wnt/β-Catenin im 
dorsalen Rückenmark wichtig ist für die Bildung und Aufrechterhaltung von Olig3-
exprimierenden Vorläuferzellen, aber nicht für die Differenzierung in dI2- und dI3-
Neurone [113].  
 
In sich kontinuierlich erneuernden Geweben und Organen ist der Wnt/β-Catenin-
Signalweg für die Selbsterneuerung von multipotenten Gewebe-Stammzellen 
verantwortlich, z. B. im hämatopoetischen System, in der Haut oder im Darm 
[107,115,116,117]. So benötigen die intestinalen Stammzellen der Darmkrypten 
einen aktiven Wnt/β-Catenin-Signalweg zur Proliferation, um die ständige 
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Erneuerung des Darmepithels zu gewährleisten [116,118,119]. Während sich die 
neu gebildeten Darmzellen entlang der Darm-Villi entsprechend ihrer terminalen 
Funktion ausdifferenzieren, verlieren sie die Fähigkeit zur Zellteilung, und der 
Wnt/β-Catenin-Signalweg wird abgeschaltet. Bleibt der Signalweg jedoch durch 
Mutationen in Wnt-Signalweg-Komponenten wie APC oder β-Catenin permanent 
aktiviert, führt dies zur Entstehung von Darmpolypen, welche für die frühen 
Stadien der Kolon-Kanzerogenese charakteristisch sind [20,120,121,122]. 
Andererseits wird bei degenerativen Erkrankungen der Darmmukosa, wie der 
Crohn-Krankheit, eine nicht ausreichende Aktivität des Wnt/β-Catenin-
Signalweges als mögliche Ursache angenommen [118,123,124]. In der Haut 
kontrolliert die Wnt/β-Catenin-Signalgebung die Differenzierung von Stammzellen 
zu Haarzellen in den Auswölbungen des Haarfollikels [115]. Der Verlust von β-
Catenin führt zum Haarverlust, hat jedoch nur geringen Einfluss auf die Integrität 
der Epidermis [115]. Zudem wird Wnt/β-Catenin während des Haarzyklus durch 
den Bmp-Signalweg gehemmt - ein wichtiges Kriterium für die oszillierende 
Erneuerung und Differenzierung der Haarfollikel-Stammzellen [125,126]. 
Störungen dieses Systems, die zur permanenten Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signalweges führen, können die Entstehung von Haarfollikel-Tumoren induzieren 
[127,128]. Es konnte weiter gezeigt werden, dass Krebsstammzellen aus ras-
induzierten, epidermalen Tumoren aktives β-Catenin zu ihrer Selbsterhaltung 
benötigen, was die große Bedeutung von Wnt/β-Catenin für die 
Krebsstammzellen der Haut verdeutlicht [14].  
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Der Tgf-β/Bmp-Signaltransduktionsweg 
Die Tgf-β/Bmp-Signalwege (Tgf-β: Transforming growth factor-β; Bmp: Bone 
morphogenetic protein) können durch viele extrazelluläre Liganden aktiviert 
werden, was eine hohe Diversität in der Signalgebung ermöglicht. So wurden im 
Säugergenom mindestens 30 Gene identifiziert, die für verschiedene aktivierende 
Liganden kodieren (Tgf-β, Activine, Nodal, Bmp, MIS und GDF) [129]. Die 
Liganden werden als sogenannte Pre-Proproteine synthetisiert und dimerisieren 
über ihre Pro-Domänen. Die Dimere werden von Pro-Protein-Konvertasen 
gespalten und anschließend erfolgt die Sekretion der reifen Liganden-
Homodimere [129,130,131]. Durch die spezifische Bindung eines Liganden-
Homodimers an zwei Serin-/Threonin-Rezeptorkinasen, Typ I und Typ II, kommt 
es zur Bildung von hetero-tetrameren Rezeptorkomplexen [132,133]. In 
Abhängigkeit vom Liganden- und Rezeptor Typ I-Komplex kann intrazellulär zum 
einen die Smad2/3-Signalkaskade angeschaltet werden, die Tgf-β-spezifische 
Zielgene aktiviert. Zum anderen ist die Initiation der Smad1/5/8-Signalkaskade 
möglich, wodurch Bmp-spezifische Zielgene induziert werden 
[133,134,135,136,137,138,139,140]. 
 
 
 
Der Bmp-Signaltransduktionsweg 
Die Aktivierung des Bmp-Signalweges führt zur Phosphorylierung von 
intrazellurären Smad1/5/8, deren Komplexbildung mit Smad4 und zur 
Translokation des Komplexes in den Zellkern (Abb. 2). Der für die Bmp-
Signaltransduktion charakteristische Phosphorylierungsstatus von Smad1/5/8 
wird dabei durch Typ I-Serin-/Threonin-Rezeptorkinasen reguliert. Durch die 
Bindung von Liganden an Typ I- und Typ II-Rezeptoren werden beide Rezeptoren 
in räumliche Nähe zueinander gebracht, wodurch der Typ II-Rezeptor den Typ I-
Rezeptor phosphorylieren kann [132,133,141,142,143]. In Säugetieren sind vier 
verschiedene Bmp-Typ I-Rezeptoren, ActRLI/Alk1, ActRIa/Alk2, BmpRIa/Alk3 
und BmpRIb/Alk6, sowie drei Bmp-Typ II-Rezeptoren, ActRII, BmpRII und 
MISRII, bekannt [129].  
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Abb. 2: Der BMP-Signaltransduktionsweg. BMP-Liganden binden als Homodimere an Typ I- 
und Typ II-Rezeptoren (BMPR1 und BMPR2)  und initiieren die SMAD1/5/8 bzw. die MAPK-
Signalkaskade. Die Liganden-Bindung führt zur Komplexbildung des BMP-Rezeptors-Typ I mit 
BMP-Rezeptor-Typ II, welcher den BMP-Rezeptor-Typ I C-terminal phosphoryliert und aktiviert. 
Der aktive BMP-Rezeptor-Typ I phosphoryliert rezeptor-aktivierbares SMAD1/5/8 und vermittelt 
dessen Bindung an SMAD4 sowie die Translokation in den Zellkern. Im Zellkern bindet der 
SMAD-Komplex (aus P-SMAD1/5/8 und SMAD4) an SMAD-spezifische Promotorregionen und 
startet mit Hilfe von Ko-Aktivatoren die Expression BMP-spezifischer Zielgene. BMP-Inhibitoren 
(Noggin, Gremlin, Bambi, SMAD6, SMURF) hemmen die BMP-SMAD1/5/8 Signalübertragung auf 
Ebene der Liganden, Rezeptoren oder über SMAD1/5/8. Außer dem BMP-SMAD-Signalweg 
existiert die BMP-MAPK-Signalübertragung. Der aktivierte BMP-Rezeptor-Typ I interagiert mit 
XIAP und startet die Tak1-Tab1-NLK/p38-MAPK-Signalkaskade. Der Wnt/β-Catenin-Signalweg 
wird durch NLK auf Promotorebene inhibiert (LEF/TCF-Phosphorylierung im β-Catenin/LEF/TCF-
Komplex). BMP, Bone morphogenetic protein; BMPR, Bmp-Rezeptor; MAPK, Mitogen Aktivierte 
Proteinkinase; NLK, Nemolike Kinase; β-cat, β-Catenin; P, Phosphorylierung; XIAP, Xenopus 
Inhibitor of Apoptosis Protein. Abbildung modifiziert nach [129,144]. 
 
 
 
In Abhängigkeit von der Bindung eines Liganden-Homodimers bildet sich ein 
Hetero-Tetramer mit verschiedenen Typ I- und Typ II-Rezeptoren. Die Bmp2- 
oder Bmp4-Liganden-Homodimere binden z. B. an BmpRIa und BmpRII, wobei 
zwei Serine des BmpRIa phosphoryliert werden. Durch die Phosphorylierung des 
Typ I-Rezeptors kommt es zur Formation einer Bindungsstelle für 
rezeptorreguliertes-Smad1/5/8. Die Proteinkinase-Domäne des Typ I-Rezeptors 
phosphoryliert anschließend gebundenes Smad1/5/8 am C-Terminus 
[133,145,146]. Danach bildet phosphoryliertes Smad1/5/8 mit Smad4 einen 
Hetero-Trimerkomplex, der in den Zellkern transloziert [133,145,147,148]. Dort 
bindet der Komplex an die DNA und induziert die Transkription Bmp-spezifischer 
Ergebnisse  22 
Zielgene in Anwesenheit von Ko-Aktivatoren, wie z. B. OAZ oder CBP/p300 
[133,149,150,151,152]. Zu den Zielgenen gehören u. a. verschiedene 
Transkriptionsfaktoren (Vent2, Msx, Gata4, Nkx2-5), Inhibitoren für basische 
Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren (Id1, Id2, Id3), Zelldifferenzierungs-Gene 
(Osteopontin) oder den Bmp-Signalweg negativ-autoregulierende Gene (Smad6, 
Smad7, Bambi, Noggin) [140].  
 
Neben der Smad1/5/8-typischen Signaltransduktion können Bmp-aktivierte Typ I-
Rezeptoren mit XIAP (XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis) interagieren. XIAP 
initiiert die Tak1-MAPK-Signalkaskade, was zur Phosphorylierung von 
Transkriptionsfaktoren führt, die an Bmp-aktivierte Smads binden. Dadurch 
werden einerseits Bmp-spezifische Zielgene aktiviert und andererseits wird so die 
Aktivität von Smad1 inhibiert [153,154,155,156]. Weiterhin werden durch die 
Aktivierung von TAK1-NLK auch LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. 
Dadurch wird der Wnt-induzierte und transkriptionell-aktive β-Catenin/LEF/TCF-
Komplex gehemmt und eine funktionelle Interaktion der beiden Signalwege 
geschaffen [157]. 
Eine inhibitorische Regulation des Bmp-Signalweges kann extrazellulär, 
membranständig und auch intrazellulär erfolgen (Abb. 2). Extrazelluläre 
Inhibitoren wie Noggin, Gremlin, Chordin oder Follistatin wirken wechselseitig mit 
Liganden in der interstitiellen Flüssigkeit und konkurrieren um deren Bindung an 
Typ I- und Typ II-Rezeptoren [158,159,160,161]. Weiterhin kann der 
membranständige Pseudorezeptor Bambi mit Typ I-Rezeptoren um die Bindung 
an Liganden konkurrieren. Im Gegensatz zu Typ I-Rezeptoren fehlt Bambi das 
Phosphorylierungs-Motiv und die intrazelluläre Kinase-Domäne, wodurch die 
Aktivierung von Rezeptor-regulierten Smad-Proteinen unmöglich ist [162,163]. 
Zusätzlich verhindern intrazellulär hemmende Smads (Smad7) die Bindung von 
Smad1/5/8 an Typ I-Rezeptoren, oder es wird die Komplexierung 
phosphorylierter Smad1/5/8 mit Smad4 blockiert (durch Smad6) [133,164,165]. 
Schließlich wird eine weitere Negativ-Regulation durch Smurf-Ubiquitin-Ligasen 
erreicht (Smurf, Smad ubiquitination regulatory factor), indem sie Smads und 
Rezeptoren binden und deren proteasomalen Abbau einleiten [133,166,167]. 
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Die Bedeutung des Bmp-Signalweges in der Embryonalentwicklung 
sowie in Regeneration und Tumorentstehung 
Bmp-Liganden wurden erstmals 1965 beschrieben und bekamen ihren Namen 
aufgrund ihrer Knochen-induzierenden Wirkung [168,169]. In der Tat zeigten 
Mäuse mit Bmp5-Nullmutation Störungen in der Schädelbildung und in axialen 
Strukturen [170,171,172]. Weiterhin besitzen Bmp6- und BmpRIb-Null-Mutanten 
Verknöcherungs- und Gliedmaßenskelettdefekte, und die Aktivierung von 
BmpRIa und BmpRIb sowie  Noggin-Nullmutanten zeigten eine frühzeitige 
endochondrale Knochenbildung aufgrund verstärkter Chondrogenese 
[173,174,175,176,177]. Bmp-Liganden sind des Weiteren in vielen Organen 
exprimiert und übernehmen vielfältige Funktionen in der Embryonalentwicklung 
[169,178]. So ist die Aktivierung des Bmp-Signalweges bereits in einem sehr 
frühen embryonalen Stadium für die Mesoderminduktion von großer Bedeutung, 
weshalb Mäuse mit Null-Mutationen von BmpRIa, BmpRII, ActRIa oder Bmp4 
zum Tod des Embryos während der Gastrulation führen 
[179,180,181,182,183,184].  
 
Eine wichtige Rolle übernimmt der Bmp-Signalweg auch bei der Bildung, 
Selbsterneuerung und Differenzierung spezifischer Vorläufer-Zellpopulationen, 
z. B. in Keimzellvorläufern, im Pankreas oder im dorsalen Rückenmark. So ist der 
Bmp-Signalweg essentiell an der Bildung von Keimzellvorläufern beteiligt, was 
durch den Verlust verschiedener Bmp-Liganden und Smad-Adaptoren bewiesen 
wurde [182,185,186]. Im Pankreas ist ein aktiver Bmp-Signalweg für die 
Selbsterneuerung von Pankreas-Vorläuferzellen von Bedeutung. Die Induktion 
des Bmp-Zielgenes Id2 in diesen Vorläuferzellen führt zur Hemmung der bHLH-
Transkriptionsfaktoren NeuroD und Pax6, was die Differenzierung in endokrine 
Zellen des Pankreas verhindert [187]. Im dorsalen Rückenmark werden nach der 
Neuralrohrschließung verstärkt Bmp-Liganden aus der Dachplatte sezerniert, 
wodurch zunächst die Bmp-Signalgebung und anschließend der kanonische Wnt-
Signalweg in bestimmten Vorläuferzellen (p1-3) aktiviert werden. Die Bmp-
Signalgebung kontrolliert somit die Differenzierung der an die Dachplatte 
angrenzenden Math1-exprimierenden Vorläuferzellen in bestimmte Neurone (dI1) 
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[188,189]. Dies zeigte sich durch die konditionellen Nullmuationen von BmpRIa 
und BmpRIb, die zum völligen Verlust von dI1-Neuronen führen [190]. 
 
In einigen Geweben sind Bmp-Gradienten von Bedeutung, um die 
Aufrechterhaltung von Stammzellen (geringer Bmp-Gehalt), die Differenzierung 
und Selbsterneuerung von Vorläuferzellen (hoher Bmp-Gehalt) oder deren Zelltod 
(sehr hoher Bmp-Gehalt) zu kontrollieren, z. B. in neuralen Stamm- und 
Vorläuferzellen [191,192,193,194,195,196]. Im Vorderhirn führt die Aktivierung 
des Bmp-Signalweges zur Differenzierung von Glia-Vorläuferzellen in Astrozyten 
und ermöglicht deren Selbsterneuerung. Zusätzlich wird die Bildung von 
Oligodendrozyten verhindert [196,197,198,199]. Ein zu hohes Niveau an Bmp-
Signalen im Vorderhirn führt zu verstärkter Apoptose und Holoprosenzephalie, 
was in Chordin-/- und Noggin+/--Doppelmutanten gezeigt wurde [200]. Im 
Darmepithel ist ein streng kontrollierter, ansteigender Bmp-Gradient entlang der 
Krypt-Villus-Achse zu beobachten. So wird die Bmp-Signalgebung in den 
Stammzellen der Darmkrypten unterdrückt und niedrig gehalten, um die vom 
Wnt/β-Catenin-Signalweg angetriebene Zellteilung und Geweberegeneration zu 
gewährleisten [195]. In den ausdifferenzierten Villuszellen hingegen ist eine 
zunehmende Aktivität der Bmp-Signaltransduktion zu detektieren. Der Verlust der 
Bmp-Signalgebung im Darm aufgrund von Mutationen oder der Überaktivierung 
des Bmp-Inhibitors Noggin führt zur Entstehung von Darmpolypen. Die 
vererbbare Form der Juvenilen Polyposis beim Menschen konnte beispielsweise 
auf eine Null-Mutation des BmpRIa zurückgeführt werden [144,201,202]. In der 
Haut kontrolliert der Bmp-Signalweg die Aktivität der Haarfollikel-Stammzellen 
während des Haarzyklus, indem er wiederum den Wnt/β-Catenin-Signalweg 
zyklisch hemmt [125,126,203]. Der Verlust der Bmp-Signalgebung in der Haut 
führt zur Entstehung überzähliger Haarfollikel, die sich zu Haarfollikel-Tumoren 
entwickeln können [128]. 
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Die Bedeutung der Speicheldrüsen und ihre Entwicklung  
Die Speicheldrüsen übernehmen eine sehr wichtige Rolle in Landlebewesen. Der 
Speichel ist z. B. von Bedeutung für die Gleitfähigkeit der Nahrung, die 
Verdauung durch stärkespaltende Enzyme, zur Geschmacksvermittlung, zur 
korrekten Laut- und Stimmgebung, bei Vögeln zum Nestbau und bei Reptilien zur 
Gift-Produktion. Das Vorkommen von Speicheldrüsen ist keineswegs auf 
Vertebraten beschränkt, und so wurde dieses Organ in Drosophila ausgiebig für 
Studien zur Entwicklung tubulärer Strukturen und zur Organenspezifizierung 
genutzt [204]. Säugetiere besitzen drei große Speicheldrüsen, die 
Ohrspeicheldrüse (Glandula parotidea oder Parotis), die Unterkieferspeicheldrüse 
(Glandula submandibularis oder Submandibularis) und die 
Unterzungenspeicheldrüse (Glandula sublingualis oder Sublingualis) (Abb. 3A,B). 
Darüber hinaus gibt es viele kleine Speicheldrüsen in der Wand der Mundhöhle, 
die nach ihrer Lage bezeichnet werden, wie die Wangendrüsen (Glandulae 
buccales), Zungendrüsen (Glandulae linguales) oder Geschmacksdrüsen 
(Glandulae gustatoriae). Die großen Speicheldrüsen, die 90% des Speichels 
produzieren, unterscheiden sich nicht nur in der Lage, sondern auch in ihrer 
Histologie und Art des produzierten Speichels. So besitzt die Parotis eine 
baumartige Struktur mit langen Speicheldrüsen-Gängen und großen 
mesenchymalen Gewebeanteilen. Dagegen hat die Submandibularis und 
Sublingualis eine kompakte „weintraubenartige“ Struktur. Generell werden die 
Speicheldrüsen von Mesenchym umkapselt, das von den Neural-Leisten 
abstammt [204]. Die Speicheldrüsengänge enden in den Azini, die ein seröses 
(wässriges, Amylase-enthaltendes) oder muköses (visköses, Muzin-enthaltendes) 
Sekret produzieren (Abb. 3C). Zwischen den Speicheldrüsengängen und Azini 
befinden sich die Schaltstücke mit den interkalierenden Duktzellen (IDZ), die die 
Speicheldrüsen-Stammzellen enthalten. Um die Azini befinden sich kontraktile 
Myoepithelzellen, die den Speichel in die Drüsengänge pressen und wonach das 
Sekret zum Mundraum abfließt. Die Aktivität der Myoepithelzellen unterliegt dabei 
der Kontrolle des parasympathischen und sympathischen Nervensystems [204]. 
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Abb. 3: Die vergleichende Lage der drei großen Speicheldrüsen bei Mensch und Maus 
(A,B) sowie schematische Darstellung der Speicheldrüsenendstücke (C). 1-
Unterkieferspeicheldrüse (in rot, Glandula submandibularis), 2-Ohrspeicheldrüse (in grün, 
Glandula parotidea), 3-Unterzungenspeicheldrüse (in blau, Glandula sublingualis); AZ, Azini; IDZ, 
Interkalierende Duktzellen; MEZ, Myoepithelzellen; SDG, Speicheldrüsengang (Dukt). Abbildung 
modifiziert nach [205,206]. 
 
 
Die Submandibularis entwickelt sich zuerst, gefolgt von der Sublingualis und der 
Parotis. Die Entstehung der Speicheldrüse soll nun kurz am Beispiel der murinen 
Submandibularis dargestellt werden. Die Entwicklung beginnt am Tag E11.5-12.5 
mit einer Verdickung des oralen Epitheliums in der primitiven Mundhöhle (Prä-
Knospung, Abb. 4), welche in das benachbarte mandibuläre Mesenchym 
einwächst und die initiale Einstülpung bildet (Initial-Knospung). Mit zunehmendem 
Hineinwachsen entwickelt sich die Organanlage zu einem festen epithelialen 
„Stiel“, der in einem Bulbus endet. Der Stiel bildet den Hauptspeicheldrüsengang. 
Im pseudoglandulären Stadium (E13.5) wächst die kompakte epitheliale 
Einstülpung durch sich wiederholende Endverzweigungen weiter in das 
umgebende Mesenchym ein, wodurch sich die Speicheldrüsenlappen formieren. 
Zu diesem Zeitpunkt bilden die mesenchymalen Zellen einen lockeren 
Zellverband, der von extrazellulärer Matrix umgeben ist. Im Kanalikulären 
Stadium (E15.5) hat sich die Anzahl der Speicheldrüsenlappen bereits wesentlich 
erhöht und die späteren Speicheldrüsengänge entwickeln typische Lumen, die 
von kuboidalen epithelialen Zellen ausgekleidet sind. Die Lumen der 
Drüsengänge entstehen durch Apoptose der zentralen epithelialen Zellen. Zum 
Zeitpunkt der Terminalen Knospung (E17.5) besitzen die Speicheldrüsengänge 
und terminalen Endstücke, die späteren Azini, wohlstrukturierte Lumen. Diese 
sind von einer Einzelzellschicht aus flachen, kuboidalen Epithelzellen 
umschlossen, die im basalen Bereich an das Mesenchym angrenzen. Perinatal 
ist die Speicheldrüse von einem Netzwerk großer und kleiner Gänge durchzogen, 
die in lumen-bildenen Azini enden. Entlang der Gangstrukturen erfolgt postnatal 
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die Innervation aus dem benachbarten Ganglion. Die endgültige Größe und 
Funktion erreicht die murine Submandibularis zur Pubertät vier Wochen 
postpartum [204]. 
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Abb. 4: Die verschiedenen Stadien der Speicheldrüsen-Entwicklung. Gezeigt ist die 
Entwicklung der Submandibulären Speicheldrüse der Maus. Abbildung  modifiziert nach [204]. 
 
 
Damit sind für die Entwicklung der Speicheldrüsen verschiedene Prozesse wie 
Zellproliferation, Differenzierung, Migration, Apoptose und die Interaktion 
verschiedener Zelltypen wichtig. Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die 
wichtigsten Mausmodelle zur Entwicklung der Speicheldrüse und die beteiligten 
Signalwege. 
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Tab. 2: Phänotypen nach der Mutation von wichtigen Genen der 
Speicheldrüsenentwicklung. 
Genotyp Phänotyp 
Fgf10-/- Agenesie [207,208,209] 
FGFR2b-/- Agenesie [209,210] 
FGFR2c-/Δ Hypoplasie, an E16 verkleinerte Speicheldrüse [211] 
Fgf8 (hypomorph) Hypoplasie, keine Lumenbildung an E18.5 [212] 
Fgf8;AP2αIRESCre/+ Speicheldrüsen-Knospe ohne Verzweigungen [212] 
EGFR-/- Weniger Endverzweigungen, vermehrte ECM [213] 
TACE-/- Weniger Endverzweigungen, vermehrte ECM [214] 
Bmp7-/- Desorganisiertes Mesenchym, weniger Verzweigungen und verringerte Lumen-Bildung [211] 
Shh-/- Hypoplasie, keine weitere  Entwicklung nach E14 [215] 
Lamα5-/- Hypoplasie, desorganisiertes Epithelium [216] 
Itga3-/- Desorganisierte Basalmembran, anomale Differenzierung [217] 
Itga3-/-;Itga6-/- Hypoplasie, verzögert einsetzende Verzweigung [216,218] 
Mmp14-/- Verzögert einsetzende Verzweigung [219] 
Pax6-/- Hypoplasie, desorganisiertes Mesenchym an E17.5 [211] 
Twsgl-/- Früher Stopp der Entwicklung [220] 
Six1-/- Hypoplasie, normale Histologie [221] 
p63-/- oder Pitx1-/- Agenesie [222,223] 
p120;MMTV-cre Dysplasie, azinäre Differenzierung gestört [224] 
Adam17-/- Anzahl der Verzweigungen verringert, vermehrte ECM [225]
EdaTa  Hypoplasie, Lumenformation gestört, verringerte Anzahl an verzweigten Gängen und Azini [226,227] 
EdaRdl  Dysplasie, keine Lumen und Azini vorhanden [227] 
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Speicheldrüsentumoren und Therapieformen 
Speicheldrüsentumoren repräsentieren etwa 8% aller Neoplasien der Kopf-Hals-
Region (engl.: „head and neck cancer“), wobei der Häufigkeitsgipfel zwischen 
dem  50. und 70. Lebensjahr liegt [228]. Mehr als 95% aller 
Speicheldrüsentumoren sind epithelialen Ursprungs und sie gehören histologisch 
zu den heterogenen Tumoren des Menschen [229,230]. Man unterscheidet 
benigne Pleomorphe Adenome von malignen Formen, wie Adenozystische 
Karzinome, Muco-Epidermoide Karzinome und Plattenepithel-Karzinome. Zur 
Untersuchung von Speicheldrüsentumoren wurden bisher verschiedene 
Mausmodelle entwickelt. So führt die Überexpression von Fgf8 zu Adeno-
Karzinomen, die Überexpression von K-Ras induziert Plattenepithelkarzinome, 
und die konditionelle Aktivierung von Plag1 verursacht Pleomorphe Adenome 
[231,232,233]. Interessanterweise ist der Wnt/β-Catenin-Signalweg an der 
Entstehung Plag1-induzierter Tumoren beteiligt [234]. Aber auch die direkte 
Aktivierung der Wnt/β-Catenin-Signalgebung kann zu Speicheldrüsen-Tumoren 
führen, welche dabei oft in Verbindung mit Tumoren der Milchdrüsen oder der 
Prostata auftreten [235,236,237,238]. 
 
Zur kurativen Therapie von Speicheldrüsen-Tumoren wird eine Resektion des 
Primärtumors und aller Lymphknoten-Metastasen im Halsbereich durchgeführt. 
Wie auch bei anderen Tumoren des Kopf- und Hals-Bereiches führt man 
postoperativ eine Radiotherapie (Bestrahlung) zur Behandlung von 
Residualtumoren und Rezidiven durch. Trotz der hohen Überlebensrate wird die 
Lebensqualität der Patienten durch Strahlentherapie-induzierte Fehlfunktionen 
der Speicheldrüsen und dem Verlust der intrinsischen Stammzellen 
beeinträchtigt, was zur Trockenheit der Mundhöhle und weiteren 
Folgeerkrankungen führt, wie gestörtem Geruchs- und Geschmackssinn, 
erhöhtem Risiko für orale Infektionen, beeinträchtigter Aussprache und 
Problemen beim Kauvorgang [239,240]. Diese Symptome bleiben bei mehr als 
60% der Patienten bis zum Lebensende bestehen [241]. Um die Situation für den 
Patienten zu verbessern, werden neben konventionellen Behandlungsmethoden 
(Stimulation der Speichelproduktion durch Pilocarpin oder Einsatz von 
Radioprotektoren gegen strahleninduzierte Radikale) auch gewebe-
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regenerierende Methoden erforscht [242,243,244]. Die Behandlung mit neuen 
Stammzellen, die am besten aus der Speicheldrüse selbst stammen sollten, wird 
dabei als zukünftige Therapie der Wahl angesehen [244]. Die Erkenntnisse über 
die Biologie der Speicheldrüsen-Stammzellen sind bisher aber nicht ausreichend, 
um erfolgreich Therapien beim Menschen durchzuführen. So gibt es noch keine 
hinreichenden Ergebnisse zu geeigneten Isolations- und Kultivierungstechniken 
sowie über die Aktivität von Signalwegen in Speicheldrüsen-Stammzellen. 
 
 
Zielstellung dieser Arbeit 
Die große Bedeutung der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung für die 
Kontrolle adulter Stammzellen wurde bereits in einigen Organen gezeigt, z. B. in 
der Haut, im Darm oder im hämatopoetischen System. Dort kontrollieren beide 
Signalwege wichtige Prozesse, wie Organentwicklung, Gewebe-Homöostase und 
Regeneration. Andererseits werden durch funktionelle Störungen dieser 
Signalwege degenerative Erkrankungen oder Tumoren induziert. Zu Beginn der 
Arbeit wurde festgestellt, dass die Aktivierung des Wnt/β-Catenin- und die 
gleichzeitige Inhibierung des Bmp-Signalweges zu aggressiven Speicheldrüsen-
Tumoren bei Mensch und Maus führten. Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb, 
die noch unbekannte Rolle beider Signalwege in der Tumorentstehung, 
Organentwicklung und Regeneration in der Speicheldrüse zu untersuchen. Es 
sollte aufgeklärt werden, welche funktionellen Gemeinsamkeiten und 
Unterschiede diese Prozesse in den Gewebestammzellen steuern. 
Konventionelle Mutationen der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebungen führen 
in der Maus zum embryonalen Tod, was genetische Analysen im adulten Tier 
verhindert. Deshalb musste der Einfluss beider Signalwege auf die adulten 
Stammzellen der Speicheldrüse mittels konditionell vermittelter Mutagenese 
untersucht werden. Bei der Untersuchung der normalen Stammzellen und deren 
Abkömmlingen in der Speicheldrüse der Maus haben wir gefunden, dass 
epigenetische Mechanismen den Übergang von normalen Stammzellen zu 
Krebsstammzellen steuern. Diese Ergebnisse haben neue Ansatzpunkte für die 
Behandlung von Krebsstammzellen aufgezeigt und therapieorientierte Einblicke 
in das regenerative Potential der Speicheldrüsen vermittelt.  
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Ergebnisse 
Humane Speicheldrüsen-Karzinome zeigen Deregulierung des 
Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalweges 
Veränderungen in den Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalwegen haben eine große 
Bedeutung für die Tumorentstehung in verschiedenen Organen, z. B. in Darm- 
und Haut-Tumoren [107,245]. Zu Beginn dieser Arbeit wurden verschiedene 
Tumortypen auf die Aktivitäten dieser beiden Signalwege untersucht, um deren 
Interaktion in der Tumorprogression zu verstehen. So wurden in Zusammenarbeit 
mit Prof. Christoph Loddenkemper, einem erfahrenen Pathologen der Charité 
Universitätsmedizin Berlin, humane Plattenepithel-Karzinome  der Speicheldrüse 
untersucht. Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüsen beim Menschen (engl. 
„squamous cell carcinoma“) sind selten, aber sehr aggressiv [246]. Wir haben 
nukleäres β-Catenin (einen Marker für aktive Wnt/β-Catenin-Signalgebung [107]) 
und phosphoryliertes Smad1/5/8 gemessen (einen Marker für Bmp-Signalaktivität 
[247]). Interessanterweise konnte nukleäres β-Catenin an den invasiven Fronten 
der Speicheldrüsen-Karzinome lokalisiert werden (Abb. 5A). Das Wnt/β-Catenin-
Zielgen BMP4 war ebenso verstärkt an den Tumorfronten nachzuweisen 
(Abb. 5B) [248].  Im Gegensatz dazu war pSmad1/5/8 in den differenzierten 
Bereichen der Tumoren erhöht, jedoch nicht an den Tumorfronten (Abb. 5C). Die 
Kombination von nukleären β-Catenin und dem Verlust von pSmad1/5/8 konnte in 
75% der aggressiven Tumoren (Grad 3) nachgewiesen werden (Abb. 5E). 
Dagegen verteilten sich Tumoren ohne nukleäres β-Catenin gleichmäßig auf  
Karzinome mit Grad 2 oder Grad 3. Diese Ergebnisse zeigten, dass die 
aggressivsten  humanen Plattenepithel-Karzinome durch eine verstärkte Wnt/β-
Catenin- und niedrige Bmp-Signalgebung charakterisiert waren. 
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Abb. 5: Eine überaktivierte Wnt/β-Catenin Signalgebung und der gleichzeitige Verlust der 
BMP-Signaltransduktion sind charakteristisch für Plattenepithel-Karzinome in humanen 
Speicheldrüsen. (A-D) Paraffinschnitte von humanen Plattenepithel-Karzinomen, analysiert mit 
Immunhistochemie für β-Catenin (A), BMP4 (B) und phosphoryliertes Smad 1/5/8 (C). 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung ist in (D) gezeigt. An den Tumorfronten ist β-Catenin im Nukleus, 
aber auch an den Zellverbindungen lokalisiert (s. Vergrößerung). Das Wnt/β-Catenin-Zielgen 
BMP4 ist zytoplasmatisch loaklisiert und wird verstärkt an den Tumorfronten exprimiert (s. 
Vergrößerung). Das nukleäre pSmad1/5/8-Signal ist negativ an den Tumorfronten, aber erhöht in 
tubulären Zellen in differenzierten Arealen des gleichen Tumors (s. Vergrößerung); St, Stroma; 
Tu,Tumor. (E) Quantifizierung der Ergebnisse von Abb. 5A,C: Die spezifische Kombination aus 
nukleären β-Catenin und dem Verlust von pSmad1/5/8 wurde in 75% der aggressiven, Grad 3-
Tumoren nachgewiesen. Tumoren ohne nukleäres β-Catenin verteilten sich gleichmäßig auf Grad 
2- und Grad 3-Karzinome. 
 
 
 
Herstellung eines Mausmodells für Plattenepithel-Karzinome der 
Speicheldrüse 
Um zu untersuchen, ob aggressive Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüsen 
ursächlich durch die Aktivierung der Wnt/β-Catenin-Signalgebung und den 
Verlust der Bmp-Signalaktivität gekennzeichnet sind, und um Material für 
intensivere Untersuchungen zu erhalten, wurde ein entsprechendes Mausmodell 
etabliert. Dafür wurden mittels Cre/LoxP-Technik aktivierende β-Catenin- und 
inaktivierende Mutationen des Bmp-Rezeptors Ia in Epithelien der Haut und 
Organen des oberen Gastrointestinaltraktes eingeführt, wozu auch die 
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Speicheldrüse gehört (Abb. 6). Die Gruppe von Taketo, Universität Kyoto, Japan, 
hatte LoxP-Sequenzen (schwarze Dreiecke) in Introne vor und nach Exon 3 des 
β-Catenin-Gens eingeführt (Abb. 6A; β-CateninloxEx3) [122]. Exon 3 kodiert für N-
terminale Aminosäuren im β-Catenin-Protein, die als Erkennungssequenzen für 
dessen Phosphorylierung und anschließenden Abbau essentiell sind [68,69,70]. 
Die Induktion der Cre-Rekombinase erzeugte ein β-Catenin-GOF-Allel (engl. 
„gain-of-function mutation“, „GOF“), welches zur Expression von konstitutiv 
aktivem β-Catenin führt, dem nach Deletion des Exons 3 das N-terminale 
Phosphorylierungsmotiv fehlt (daher auch „ΔN-β-Cat“ genannt). Zur Inaktivierung 
des Bmp-Signalweges hat die Gruppe von Behringer, Universität von Texas, 
USA, LoxP-Sequenzen in die intronischen Sequenzen vor und nach Exon 4 des 
BmpRIa-Gens (BmpRIalox oder ΔBmpRIa) eingeführt (Abb. 6B) [249]. Nach 
Induktion der Cre-Rekombination wird nach den ersten 67 Nukleotiden eine 
Leseraster-Verschiebung erzeugt, die ein Stopp-Kodon entstehen lässt. Dies 
führt zum Verlust der Expression und der Funktion des BmpRIa (engl. „loss-of-
function mutation“, „LOF“).  
 
Konditionelle Mutationen wurden mittels transgener Mäuse induziert, welche die 
Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Keratin 14-Promotors exprimieren 
[115]. Keratin 14 (K14) wird in verschiedenen, komplex aufgebauten Epithelien 
des Körpers exprimiert (z. B. in der Haut, im Ösophagus und in der 
Speicheldrüse) und gehört zur Gruppe der sauren Typ I-Intermediärfilamente. Im 
Speicheldrüsenepithel wird K14 hauptsächlich in luminalen Basalzellen der 
Speicheldrüsengänge exprimiert, wie anhand der blauen Färbung durch In-situ-
Hybridisierung nachgewiesen wurde (Abb. 6C) [250]. Zur Überprüfung der 
Aktivität der Cre-Rekombinase wurde die Z/AP-Indikator-Mauslinie verwendet. 
Diese Mauslinie exprimiert Alkalische Phosphatase in allen Zellen, in denen die 
Cre-Rekombinase aktiv ist [251]. Die Expression Alkalischer Phosphatase konnte 
in den Epithelzellen der Speicheldrüsengänge durch die blaue Färbung 
nachgewiesen werden (Abb. 6D). Spezifische PCR zeigte, dass in K14-
exprimierenden Organen wie Haut, Zunge, Ösophagus und Speicheldrüse 
rekombiniertes β-Catenin entstanden war (Abb. 6E). Die K14-Cre-Mauslinie 
eignet sich demnach, um die Bedeutung der β-Catenin- und BmpRIa-Signalwege 
in der Speicheldrüse und anderen verwandten Epithelien zu studieren. 
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Abb. 6: Generierung K14-Cre-vermittelter Mutationen im β-Catenin- oder BmpRIa-Gen. 
(A,B) Schematische Darstellung der β-Catenin- (A) und BmpRIa-Rekombinationsvektoren (B) 
sowie der genomisch wildtypischen (wt) und mutierten Allele. Im β-Catenin-Rekombinationsvektor 
waren LoxP-Sequenzen (schwarze Dreiecke) in Introne eingeführt, welche Exon 3 (β-
CateninloxEx3) [122] flankieren. Im BmpRIalox-Rekombinationsvektor waren LoxP-Sequenzen in die 
Introne eingeführt, welche Exon 4 flankieren [249]. Durch K14-Cre-vermittelte Rekombination 
werden die Exone zwischen den LoxP-Sequenzen herausgeschnitten, so dass Mutationen in den 
β-Catenin- und BmpRIa-Genen entstehen, die zu konstitutiv aktiven β-Catenin (β-CateninloxEx3) 
oder dem Expressionsverlust von BmpRIalox führen. GOF, Gain-of-Function-Mutation; LOF, Loss-
of-Function-Mutation. Rechtecke markieren die Exone. (C) Nachweis der Keratin 14-Expression in 
luminalen Epithelzellen der Speicheldrüsengänge in der Maus mittels In-situ-Hybridisierung. (D) 
Die K14-Cre-vermittelte Expression alkalischer Phosphatase zeigt die zellspezifische Expression 
der Cre-Rekombinase in den Epithelzellen der Speicheldrüsengänge. (E) Die K14-Cre-vermittelte 
Rekombination des β-Catenin-Gens (Δβ-Cat) wurde durch PCR in Haut, Zunge, Ösophagus und 
in der Speicheldrüse nachgewiesen. 
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Tumorentstehung in Speicheldrüsen von Mäusen mit 
verstärktem Wnt/β-Catenin- und gehemmten BmpRIa-Signalweg 
In der Tat entwickelten sich aggressive Speicheldrüsen-Tumoren in den doppelt-
mutanten Mäusen (ΔN-β-Cat-GOF; ΔBmpRIa-LOF). Kaplan-Meier-
Überlebenskurven zeigten, dass die doppelt-mutanten Mäuse zwischen Tag P75 
und P90 aufgrund der Tumorentwicklung starben (Abb. 7A,B). Einfach-mutante 
ΔBmpRIa-Mäuse lebten dagegen genauso lange wie wildtypische Mäuse, 
wohingegen ΔN-β-Catenin-Mäuse etwa ab Tag P150 starben und teilweise 
pathologische Veränderungen des Ösophagus, des Magens und der Haut 
entwickelten (Daten nicht gezeigt). In den beiden einfach-mutanten 
Mausmodellen (ΔN-β-Cat  und ΔBmpRIa) wurden keine Tumoren in den 
Speicheldrüsen oder anderen Organen entdeckt.  
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Abb. 7: Tumorentstehung in den Speicheldrüsen von doppelt-mutanten Mäusen mit 
verstärkter Wnt/β-Catenin-Signalgebung und BmpRIa-Funktionsverlust. (A) Makroskopische 
Ansicht eines Speicheldrüsentumors zum Zeitpunkt P90. Dargestellt sind wildtypische (wt) und 
doppelt-mutante Mäuse (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa). Der Tumor ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. 
(B) Kaplan-Meier-Überlebenskurven von doppelt-mutanten Mäusen (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa) im 
Vergleich zu wildtypischen und einfach-mutanten Tieren (ΔN-β-Cat oder ΔBmpRIa; n=21 für alle 
Genotypen). 
 
 
Prof. Christoph Loddenkemper, ein Pathologe der Charité Universitätsmedizin 
Berlin, hat die Tumoren unserer Mäuse als Plattenepithel-Karzinome klassifiziert 
(Abb. 8A). Dies konnte zusätzlich anhand der Expression des spezifischen 
Markers Cytokeratin 10 (CK10) verifiziert werden (Einschübe in Abb. 8A) [250]. In 
den Speicheldrüsen von einfach-mutanten ΔN-β-Catenin-Mäusen konnten 
teilweise histologische Veränderungen, wie hyperproliferatives Epithel oder die 
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Bildung von Zysten, nachgewiesen werden, jedoch keine Expression von CK10. 
Die Histologie der Speicheldrüsen von einfach-mutanten ΔBmpRIa-Mäusen 
entsprach der von wildtypischen Mäusen.  
 
Im Folgenden wurden Analysen zu histologischen Parametern und zur Regulation 
wichtiger Gene für Proliferation, Apoptose und Differenzierung in den mutanten 
Speicheldrüsen durchgeführt. Zellproliferations- und Apoptose-Indizes wurden 
durch immunhistochemischen Nachweis von Phospho-Histon 3 und aktivierter 
Caspase 3 ermittelt [252,253]. In den Tumoren der Speicheldrüse war der 
Proliferations-Index dreifach erhöht, im Vergleich zu Wildtyp- und einfach-
mutanten ΔBmpRIa-Mäusen. Die Proliferation in den Speicheldrüsen der einfach-
mutanten ΔN-β-Catenin-Mäuse war leicht erhöht (Abb. 8B). Im Gegensatz dazu 
konnte ein starker Anstieg des Apoptose-Index in den einfach-mutanten  
ΔN-β-Catenin-Mäusen festgestellt werden (Abb. 8B). Die Expressionen der 
Proliferations-Marker c-myc und CK6 erreichten ihre  höchsten Niveaus in den 
Speicheldrüsen der doppelt-mutanten Mäuse (Abb. 8C,D) [100,254]. Dagegen 
konnte die höchste Expression des Apoptose-Markers Fas und des 
Differenzierungs-Gens Loricrin in Speicheldrüsen von einfach-mutanten ΔN-β-
Catenin-Mäusen nachgewiesen werden (Abb. 8C,D) [255,256]. Diese Daten 
zeigen, dass eine aktivierte Wnt/β-Catenin-Signalgebung sowohl Proliferation als 
auch Apoptose induzieren kann, wobei letztere durch eine  aktive Bmp-
Signalgebung vermittelt wird. Durch das Zusammentreffen beider Ereignisse 
entwickeln die doppelt-mutanten Mäuse Tumoren der Speicheldrüse.  
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Abb. 8: Charakterisierung von Speicheldrüsen-Tumoren aus doppelt-mutanten Mäusen 
(ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa) und Regulation von Proliferation, Apoptose und Differenzierung in 
den Speicheldrüsen am Tag P90. (A) Histologie der Speicheldrüsen von wildtypischen, einfach-
mutanten (ΔN-β-Cat oder ΔBmpRIa) und tumorigenen, doppelt-mutanten (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa) 
Mäusen, untersucht mit Hämatoxylin-Eosin-Färbungen und Immunhistochemie für CK10 (Marker 
für Plattenepithel-Karzinome [250]; s. Einfügungen). (B) Quantifizierung von Proliferation und 
Apoptose in den Speicheldrüsen von wildtypischen und mutanten Mäusen, analysiert mit 
Immunfluoreszenz für Phospho-Histon 3 und aktivierter Caspase 3. (C,D) Quantitative Echtzeit-
PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression von charakteristischen Genen für Proliferation (c-
myc, CK6), Apoptose (Fas), Differenzierung (Loricrin) und für den Aktivierungsstatus des Wnt/β-
Catenin-Signalweges (Axin2). Das Diagramm zeigt die jeweiligen Mittelwerte und 
Standardabweichungen (n=3). 
 
 
  
Genexpressionsanalyse von einfach- und doppelt-mutanten 
Speicheldrüsen 
In diesem Experiment wurde untersucht, ob die Veränderungen in Proliferation 
und Apoptose sowie die unterschiedliche Expression diverser Zielgene in den 
Speicheldrüsen detektiert werden können. Dafür wurden Affymetrix-Microarray-
Analysen von Speicheldrüsen der vier Genotypen am Tag P1 durchgeführt. Es 
zeigte sich, dass spezifische Gene, die wichtig sind für Proliferation und 
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transkriptionelle Regulation, in den doppelt-mutanten Speicheldrüsen 
heraufreguliert waren (Abb. 9). Im Gegensatz dazu waren Gene, die in Apoptose 
und Differenzierung involviert sind, hoch exprimiert in einfach-mutanten ΔN-β-
Catenin-Mäusen, aber stark herunterreguliert in doppelt-mutanten ΔN-β-
Cat;ΔBmpRIa-Tieren. Die Expressionsprofile von wildtypischen und  einfach-
mutanten ΔBmpRIa-Mäusen zeigten diesbezüglich keine Unterschiede. Diese 
Ergebnisse veranschaulichen, dass die Deregulierung zellulärer Programme wie 
Proliferation, Apoptose und Differenzierung bereits frühzeitig in den doppelt-
mutanten Mäusen nachgewiesen werden kann. 
 
 
Funktionelle Einteilung der
differentiell exprimierten Gene ΔBmpr1a / wt ΔN-βcat / wt dm / ΔN-βcat
Signaltransduktion
Dickkopf homolog 4 (Xenopus laevis) n.c. 2.0 16.8
Mitogen activated protein kinase 8 14.1 0.5 6.1
Bone morphogenetic protein 2 n.c. 3.6 4.5
Bone morphogenetic protein 4 0.7 3.1 4.0
Fibroblast growth factor 4 n.c. n.c. 3.7
Lymphoid enhancer binding factor 1 (Lef1) n.c. 1.6 3.6
Differenzierung
Loricrin n.c. 70.9 0.3
Repetin n.c. 52.6 0.02
Keratin 36 n.c. 16.2 0.1
Small proline-rich protein 1A n.c. 8.4 n.c.
Suprabasin 2.0 7.5 0.3
Proliferation, Transkription und Translation
TSC22-related inducible leucine zipper 1b (Tilz1b) n.c. n.c. 35.2
Eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3 0.2 0.2 19.7
AF4/FMR2 family, member 3 (Aff3), mRNA 2.8 n.c. 12.6
Jumonji, AT rich interactive domain 1D (Rbp2 like) 0.5 0.2 7.4
Prospero-related homeobox 1 n.c. n.c. 6.0
High mobility group box transcription factor 1 1.7 0.3 5.3
Forkhead box A2 n.c. n.c. 4.5
GATA binding protein 2 0.7 n.c. 4.0
Apoptose
Clusterin 1.6 6.6 0.6
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 0.6 2.8 n.c.
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b n.c. 2.6 0.4
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a 2.0 2.4 n.c.
Death associated protein kinase 1 (Dapk1), mRNA n.c. 2.2 0.1
Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 n.c. 1.9 0.6
Differentielle Genexpressionen
Differenzierung
Wnt/β-Catenin-
Signalgebung
Apoptose
Proliferation
 
Abb. 9: Genexpressions-Analysen von wildtypischen und mutanten Speicheldrüsen an P1. 
Die differentiell exprimierten Gene wurden in vier Gruppen eingeteilt, welche Wnt/β-Catenin-
Signalgebung, Differenzierung, Proliferation und  Apoptose repräsentieren (verschiedenfarbig 
unterlegt). Die rote Einrahmung hebt die Ergebnisse der differentiellen Genexpression in den 
Speicheldrüsen von doppelt-mutanten ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa- im Vergleich zu einfach-mutanten ΔN-
β-Catenin-Mäusen hervor. Die roten Pfeile rechts fassen das Expressionsverhalten in den 
doppelt-mutanten, tumorigenen Speicheldrüsen zusammen. Angegeben sind die Quotienten aus 
den jeweiligen Expressionsdaten der verschiedenen Genotypen (wt, Wildtyp; dm, doppelt-mutant; 
jeder Genotyp n=3; n.c., unverändert). 
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Identifizierung von Krebsstammzellen in Plattenepithel-
Karzinomen der Speicheldrüsen 
Um die auffälligen Unterschiede in der Morphologie und den transkriptionellen 
Profilen der Speicheldrüsen zu untersuchen, haben wir die Gewebe-Stammzellen 
in den wildtypischen und mutanten Speicheldrüsen bestimmt. Es wurden die 
Zelloberflächenmarker CD29 und CD24 eingesetzt; CD29 (β1-Integrin) wurde 
bereits als ein Marker für Speicheldrüsen-Stammzellen verwendet[257], und 
CD24 ist als Stammzellmarker in anderen Geweben beschrieben [258,259,260]. 
Der Anteil der CD24+CD29+-Stammzellen betrug im Wildtyp 1%, erhöhte sich auf 
ca. 3% in den einfach-mutanten Speicheldrüsen und stieg auf 9,9% in doppelt-
mutanten Tieren an (Abb. 10B). Die Stammzellen traten in Clustern auf; dies war 
besonders in den doppelt-mutanten Speicheldrüsen zu sehen (Abb. 10A).  
 
Im Folgenden wurde untersucht, ob die CD24+CD29+-Zellpopulation aus den 
Tumoren der doppelt-mutanten Mäuse tumor-initiierende bzw. Krebsstammzell-
Eigenschaften besitzen. Zu diesem Zweck wurden unsortierte Tumorzellen und 
per FACS angereicherte CD24+CD29+-Tumorzellen (Abb. 10B, rechts) in 
abnehmenden Zellzahlen subkutan in die Rückenhaut von NOD/SCID-Mäusen 
injiziert (Tab. 3). Unsortierte Tumorzellen waren nach der Transplantation von 
100.000 Zellen nur moderat tumorigen und entwickelten große Tumoren erst 
nach der Injektion von 1 Million Zellen. Im Gegensatz dazu waren die 
CD24+CD29+-Tumorzellen hoch tumorigen und produzierten schnell wachsende 
Tumoren, wenn lediglich 500 Zellen injiziert wurden. Dieser Transplantations-
Versuch zeigte somit deutlich, dass die CD24+CD29+-Tumorzellen der doppelt-
muatanten Mäuse Eigenschaften von tumor-initiierenden bzw. Krebsstammzellen 
besitzen [19]. 
 
Als weiteres Kriterium von Krebsstammzellen wurde das Potential untersucht, 
den Primärtumor nach Transplantation histologisch zu reproduzieren. Tatsächlich 
zeigte die Histologie der transplantierten Tumoren Speicheldrüsengang-artige 
und CK10-positive Bereiche. Trotzdem waren die transplantierten Tumoren oft 
undifferenziert und konnten den Primärtumor nicht vollständig reproduzieren 
(Abb. 11).  
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Abb. 10: Zunahme der CD24+CD29+-Stammzell-Population in Speicheldrüsen von einfachen 
zu doppelt-mutanten Mäusen. (A) Immunfluoreszenz-Färbung für den Stammzellmarker CD24 
(in rot, nukleäres Dapi in blau) auf Schnitten der Speicheldrüsen von wildtypischen (wt) sowie 
einfach- (ΔBmpRIa oder ΔN-β-Cat) und doppelt-mutanten Mäusen (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa). (B) 
FACS-Analyse von wildtypischen und mutanten Speicheldüsen-Zellen für die Stammzellmarker 
CD24 und CD29. Zellen mit hoher CD24- und CD29-Expression sind durch ein Rechteck markiert. 
Der Anteil der CD24+CD29+-Zellen an der gesamten Zellpopulation ist für jeden Genotyp über 
dem Rechteck angegeben (Mittelwert aus n=3). 
 
 
Tab. 3:  Transplantation von Tumorzellen aus doppelt-mutanten Speicheldrüsen zum 
Nachweis von Krebsstammzell-Eigenschaften 
Anzahl transplantierter Zellen a) unsortiert b) CD24+CD29+ b) 
10 Millionen + + 
1 Million + + 
100.000 +/- + 
10.000 - + 
1000 - + 
500 - +/- 
100 - - 
a) Unsortierte und CD24+CD29+-Zellen (s. Abb. 10B, rechts) wurden in die Rückenhaut von 
NOD/SCID-Mäusen transplantiert und das Tumorwachstum nach drei Wochen registriert. 
b) + bedeutet, dass alle Injektionen Tumoren verursachten; +/-, zwei von drei Injektionen 
verursachten Tumoren; –, es entstanden keine Tumoren. 
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Abb. 11: Cytokeratin 10-Expression in transplantierten Tumoren von CD24+CD29+-
Krebsstammzellen in NOD/SCID-Mäusen. Cytokeratin 10 (CK10, ein Marker für 
Plattenepithelkarzinome [250]) war verstärkt in differenzierten (A), aber nur sehr wenig in 
undifferenzierten (B) Bereichen der Tumoren exprimiert. Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten 
(CK10 in rot, nukleäres Dapi in blau). In den differenzierten Bereichen der transplantierten 
Tumoren (A) erkennt man Speicheldrüsengang-artige Strukturen. 
 
 
 
Die Krebsstammzellen aus doppelt-mutanten Speicheldrüsen 
exprimieren Pluripotenz-Gene 
Es ist von großem Interesse zu verstehen, wie sich Gewebe-Stammzellen in 
hochproliferative und aggressive Krebsstammzellen umwandeln. Ein 
Mechanismus dazu wurde in der Literatur von anderen Gruppen diskutiert, 
nämlich dass Krebsstammzellen Eigenschaften von embryonalen Stammzellen 
annehmen, z. B. die Expression von typischen Markern für Pluripotenz [15,261]. 
Mit FACS konnte nachgewiesen werden, dass doppelt-mutante CD24+CD29+-
Krebsstammzellen der Speicheldrüse den Oberflächenmarker SSEA-1/CD15 
exprimieren (Abb. 12A). Dies ist einer der frühesten Marker während der 
Induktion pluripotenter Stammzellen (iPS) und konnte auf Krebsstammzellen von 
Medulloblastomen identifiziert werden [21,262,263]. Wildtypische und einfach-
mutante Speicheldrüsen-Zellen exprimierten diesen Marker nicht (nicht gezeigte 
Daten). Eine weitere wichtige Erkenntnis war, dass die dreifach-sortierten SSEA-
1+CD24+CD29+-Krebsstammzellen der Speicheldrüse einen sehr hohen Grad an 
nukleären β-Catenin aufwiesen (> 90%), was auf starke Aktivität des Wnt/β-
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Catenin-Signalweges in dieser Zellpopulation hinweist (Abb. 12B). Dagegen war 
in SSEA-1--Zellen kaum nukleäres β-Catenin nachweisbar (Abb. 12B).  
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Abb. 12: Expression von SSEA-1 und hohe Wnt/β-Catenin-Signalaktivität in den 
Krebsstammzellen der doppelt-mutanten Speicheldrüsen. (A) FACS-Analyse von CD29+-
Zellen der Speicheldrüsen-Tumoren für die zusätzlichen Marker CD24 und SSEA-1. Hoch oder 
niedrig exprimierende Zellen sind durch Rechtecke markiert. (B) Immunfluoreszenz-Analyse der 
dreifach-sortierten SSEA-1+ und SSEA1- Subpopulationen (markiert durch Rechtecke in Abb. 
12A) für nukleäres β-Catenin (in rot, nukleäres Dapi in blau).  
 
 
 
Die CD24+CD29+-Krebsstammzellen zeigten auch eine stark erhöhte Expression 
von anderen Genen, die charakteristisch sind für den Prozess der 
Selbsterhaltung von ES-Zellen. Dies wurde durch eine Affymetrix-Microarray-
Untersuchung und durch quantitative Echtzeit-PCR nachgewiesen (Abb. 13A). Zu 
solchen Genen zählt beispielsweise Dppa5 [264,265]. Das RNA-bindende Protein 
Dppa5 wird spezifisch in pluripotenten Zellen exprimiert. Dieser DNA-Locus kann 
epigenetisch abgeschaltet sein und ist sensitiv für Inhibitoren, die Stammzell-
Eigenschaften induzieren können, wie z. B. Histon-Deazetylase (HDAC)-
Inhibitoren [265]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten 
Krebsstammzellen der Speicheldrüse besondere Pluripotenz-Marker exprimieren 
und dass dies positiv mit einer möglichen Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signalweges korreliert ist [107,266]. Die Krebsstammzellen besitzen zudem eine 
spezifische Gensignatur, die sie klar von den Stammzellen der einfach-mutanten 
Mäuse abgrenzt (Abb. 13A). 
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Abb. 13: Expression von Pluripotenz-Genen in den Krebsstammzellen der doppelt-
mutanten Speicheldrüsen und Abhängigkeit vom Wnt/β-Catenin-Signalweg. (A) Spezifische 
Gensignatur der doppelt-mutanten CD24+CD29+-Krebsstammzellen (rot unterlegt) und der jeweils 
einfach-mutanten CD24+CD29+-Stammzellen (gelb und blau unterlegt), ermittelt durch Affymetrix-
Microarray-Analysen und qPCR. Die relativen Gen-Expressionen wurden auf den Genotyp mit 
dem jeweils niedrigsten Expressions-Niveau normiert (mit 1.00 angegeben). (B) Verminderte 
Expression verschiedener Pluripotenz-Gene in CD24+CD29+-Krebsstammzellen nach Behandlung 
mit dem Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-001. Die mRNA-Expressionen wurden mittels qPCR 
bestimmt. Das Diagramm zeigt die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen (n=3). 
 
 
Weiterhin haben wir untersucht, welche Bedeutung der Wnt/β-Catenin-Signalweg 
für die Expression dieser ES-Zell-Gensignatur besitzt. Zu diesem Zweck wurde 
ICG-001 verwendet, ein spezifischer β-Catenin/CBP-Inhibitor [267]. Dieser wurde 
uns von Prof. Michael Kahn von der Universität Süd-Kalifornien, Los Angeles, 
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USA, in einer Zusammenarbeit zur Verfügung gestellt. Es konnte gezeigt werden, 
dass bereits nach 24-stündiger Behandlung der Krebsstammzellen mit ICG-001 
die Expression von Dppa5, aber auch anderer Pluripotenzmarker 
herunterreguliert werden konnte (Abb. 13B).  
 
 
 
Das Chromatin der Krebsstammzellen zeigt ein spezifisch 
verändertes Methylierungsmuster 
Da der Prozess der Selbsterneuerung von ES-Zellen eng mit dem epigenetischen 
Status korreliert und nach kürzlichen Arbeiten in Krebsstammzellen eine große 
Bedeutung hat [16,23], wurde das Vorhandensein typischer 
Chromatinveränderungen in den verschiedenen Stammzellen der Speicheldrüsen 
bestimmt. Ein charakteristischer Chromatin-Status, der mit repressivem 
Chromatin und transkriptioneller Inaktivität einhergeht, ist z. B. die dreifache 
Methylierung von Lysin an der Position 9 und 27 des Histons 3 (H3K9me3 und 
H3K27me3) [24,25]. Ein weiterer wichtiger Chromatin-Marker, H3K4me3, ist 
dagegen charakteristisch für geöffnetes Chromatin, was mit aktivierten 
Promotoren assoziiert werden kann [24,26]. In der vorliegenden Arbeit wurde 
durch Immunfluoreszenz-Analysen nachgewiesen, dass in den CD24+CD29+-
Krebsstammzellen der Speicheldrüse eine globale Zunahme von H3K4me3-
Methylierungen vorliegt (Abb. 14A, Quantifizierung in 14C). Im Gegensatz dazu 
war H3K27me3 verstärkt in wildtypischen und einfach-mutanten 
Speicheldrüsenzellen nachzuweisen, allerdings stark herunterreguliert in den 
doppelt-mutanten Krebsstammzellen. Die verschiedenen Genotypen zeigten 
keine Unterschiede in dem Marker H3K9me3. Diese globalen Chromatin-
Veränderungen in wildtypischen, einfach-mutanten und doppelt-mutanten 
Speicheldrüsenzellen konnten durch Western-Blot-Analysen von Kernextrakten 
bestätigt werden (Abb. 14B). Dabei wurde deutlich, dass transplantierte Tumoren 
den stärksten Verlust an repressiven Chromatin-Markierungen aufwiesen.  
 
Weiterhin wurde untersucht, ob die Veränderungen in den Methylierungsmustern 
durch Inhibierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges mit ICG-001 regulierbar sind. 
In der Tat zeigte sich, dass durch Behandlung von Krebsstammzellen mit ICG-
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001 der Anteil von aktiven, H3K4me3-positiven Chromatin um mehr als 60% 
reduziert werden konnte (Abb. 14D). Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, 
dass die CD24+CD29+-Krebsstammzellen der Speicheldrüsen eine erhöhte 
Expression solcher Gene aufweisen, die normalerweise typisch für pluripotente 
Stammzellen sind. Außerdem verdeutlichen die globalen Methylierungsmuster, 
dass in den Krebsstammzellen eine wichtige epigenetische Zustandsveränderung 
des Chromatins stattgefunden hat. Diese ist gekennzeichnet durch eine 
spezifische Kombination aus dem Anstieg aktiven und der Abnahme repressiven 
Chromatins. Bemerkenswerterweise können diese Veränderungen durch einen 
spezifischen Wnt/β-Catenin-Inhibitor blockiert werden. 
 
 
 
Speicheldrüsen-Krebsstammzellen wachsen in vitro als 
Salisphären: Effekt von Wnt/β-Catenin-, HDAC- und DNA-
Methylierungs-Inhibitoren 
Aus verschiedenen Organen und Tumoren wurden bisher Stammzellen isoliert 
und als nichtadhärente, sphärenartige Aggregate unter bestimmten Bedingungen 
kultiviert, z. B. als Neurosphären, Mammosphären oder Salisphären [19,244]. So 
konnten organtypische, intestinale Strukturen aus einzelnen Stammzellen 
generiert werden, wobei für deren Kultivierung bestimmte Faktoren wie der  Wnt-
Aktivator R-spondin, der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), der Bmp-Inhibitor 
Noggin, ein Rho-Kinase-Inhibitor sowie ein Notch-Agonist essentiell waren[268]. 
Die in der vorliegenden Arbeit isolierten, doppelt-mutanten CD24+CD29+-
Krebsstammzellen der Speicheldrüse konnten  ebenfalls als Salisphären kultiviert 
werden. Es zeigte sich, dass der Wnt/β-Catenin Inhibitor ICG-001 die Proliferation 
der Salisphären blockieren konnte (Abb. 15A). Weder wildtypische noch einfach-
mutante CD24+CD29+-Speicheldrüsen-Stammzellen konnten bisher als 
Salisphären kultiviert werden.  
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Abb. 14: Histon-Trimethylierungs-Status von wildtypischen (wt) sowie einfach- (ΔN-β-Cat 
oder ΔBmpRIa) und doppelt-mutanten (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa) Speicheldrüsen-Zellen. (A) 
Immunfluoreszenz-Analysen für H3K4me3 (Marker für aktives Chromatin) sowie für H3K27me3 
und H3K9me3 (beide als Marker für repressives Chromatin beschrieben) von CD24+CD29+-
Speicheldrüsen-Stammzellen (in rot, nukleäres Dapi in blau). (B) Western-Blot-Analysen für 
H3K4me3, H3K27me3 und H3K9me3 von wildtypischen (wt) und mutanten Speicheldrüsen (dm1 
und dm2 sind zwei Proben von doppelt-mutanten Tumoren)  sowie von transplantierten Tumoren 
(T1, T2). Histon 3 (H3) wurde als Ladekontrolle verwendet. (C) Die Quantifizierung der 
Experimente aus Abb. 14A zeigt die spezifischen globalen Chromatin-Veränderungen in den 
Krebsstammzellen der doppelt-mutanten Mäuse (dm) im Vergleich zu wt und einfach-mutanten 
Mäusen. H3K4me3 (stark erhöht) und H3K27me3 (stark erniedrigt) zeigen eine markante 
Veränderung in den Krebsstammzellen der doppelt-mutanten Tiere. (D) Verminderte H3K4-
Trimethylierung nach Behandlung der Krebsstammzellen mit dem Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-
001 (25 µM). Die Quantifizierung des Inhibitor-Experiments ist rechts davon angegeben. Die 
Diagramme zeigen den jeweiligen Mittelwert und die Standardabweichungen (n=3). 
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In weiteren Versuchen wurden die doppelt-mutanten Krebsstammzellen als 
dreidimensionale Matrigel-Kulturen in Gegenwart von Hepatozyten- 
Wachstumsfaktor (HGF) propagiert. HGF wurde in früheren Arbeiten unseres 
Labors als wichtiger Faktor identifiziert, der Wachstum und organtypische 
Strukturen von verschiedenen menschlichen Krebszellen in Matrigel/Kollagen-
Kulturen induziert [269]. Unter diesen Bedingungen wuchsen die 
Krebsstammzellen der Speicheldrüsen als lose, netzartige Strukturen (Abb. 15B). 
Bemerkenswerterweise konnte durch Behandlung der Krebsstammzellen mit dem 
Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-001 deren Differenzierung in glanduläre Strukturen 
eingeleitet werden (Abb. 15B,E,F). Die differenzierten Aggregate zeigten 
morphologisch große Ähnlichkeit zu Speicheldrüsen-Azini. Mit 
Elektronenmikroskopie-Untersuchungen wurden weitere typische Strukturen von 
Speicheldrüsen wie Lumenformation und sekretorische Vesikel nachgewiesen 
sowie die für epitheliale Strukturen charakteristischen „tight junctions“ (Abb. 15G). 
 
Um aufzuklären, ob die durch den Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-001 eingeleiteten 
Differenzierungsvorgänge durch Veränderungen des Chromatin-Status in den 
CD24+CD29+-Krebsstammzellen reguliert sind, wurde Valproinsäure als HDAC-
Inhibitor verwendet (Abb. 15C). Dabei wurden sowohl die Proliferation als auch 
das Differenzierungspotential der Salisphären untersucht. Es zeigte sich, dass 
beide Prozesse durch die Behandlung mit Valproinsäure revertierbar waren, d. h. 
die Salisphären wieder dem ursprünglich undifferenzierten Zustand entsprachen. 
Da es zunehmende Hinweise für Wechselwirkungen zwischen DNA-Methylierung 
und Histonmodifizierungen in der Kontrolle von Stammzellen gibt [23], wurden die 
Salisphären auch mit dem DNA-Methylase-Inhibitor 5-Azazytidin behandelt (Abb. 
15C). Auch hierbei konnten die durch ICG-001-Behandlung induzierten Effekte 
auf Proliferation und Differenzierung jeweils revertiert werden. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass Prozesse wie Histon-Deazetylierung oder DNA-Methylierung 
notwendig sind, um die ICG-001-induzierte Differenzierung der 
Krebsstammzellen einzuleiten. Weiterhin verdeutlicht dies, dass die 
Krebsstammzellen der Speicheldrüsen ein unbeschränktes Selbsterneuerungs-
Potential besitzen, wofür eine aktive Wnt/β-Catenin-Signalgebung und ein 
bestimmtes Niveau an aktiviertem Chromatin notwendig sind. Die Differenzierung 
der CD24+CD29+-Krebsstammzellen in Speicheldrüsen-ähnliche Strukturen 
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basierte dagegen auf einer globalen Chromatinrepression und korrelierte mit der 
transkriptionellen Inaktivierung von Pluripotenzgenen. 
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Abb. 15: Speicheldrüsen-Krebsstammzellen wachsen als nicht-adhärente Sphären 
(Salisphären) und sind sensitiv für Wnt/β-Catenin-, HDAC- und DNA-Methylierungs-
Inhibitoren. (A) Bestimmung der Zellproliferation von CD24+CD29+-Krebsstammzellen nach 
Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-001 (25 µM in 1% DMSO; n=3). (B,C) Phasen-
Kontrast-Mikroskopie von Salisphären in Matrigel-Kulturen nach Behandlung mit Hepatozyten-
Wachstumsfaktor (HGF, 100 U/ml). Einleitung der Differenzierung von Salisphären nach 
Behandlung mit ICG-001 (25 µM) und Reversion bei gleichzeitiger Gabe von Valproinsäure (VPA, 
4 mM) und 5-Azazytidin (Aza, 4µM). HGF+VPA- und HGF+Aza-behandelte Zellen wuchsen wie 
undifferenzierte HGF-behandelte Sphären (nicht gezeigt). (D) Quantifizierung der 
Differenzierungsexperimente mit den Salisphären von Abb. 15B,C nach 72 h. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen (n=3). (E) Die losen, netzartig wachsenden Salisphären 
differenzieren nach Behandlung mit ICG-001 innerhalb von 72 h in glanduläre Strukturen, 
analysiert mit Immunfluoreszenz für Phalloidin (in grün) und nukleärer Dapi-Färbung (blau). (F) 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung eines semi-dünnen Schnittes einer differenzierten Salisphäre. Die 
Einfügung zeigt die Vergrößerung einer Speicheldrüsengang-ähnlichen Struktur mit 
Lumenbildung. (G) Lumenformation innerhalb einer differenzierten Salisphäre, untersucht mit 
Elektronenmikroskopie. Die Vergrößerung auf der rechten Seite zeigt sekretorische Granula 
(Sternchen) und „tight junctions“ (Pfeil). Maßstab, 100 µm in B,C,E,F; 5 µm in G.  
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Die Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung in den Stammzellen 
der  Speicheldrüse während der Entwicklung der Maus 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die gleichzeitige Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signalweges und der Funktionsverlust der Bmp-Signalgebung zur 
Tumorentstehung in der Speicheldrüse führen. Abschließend wurde untersucht, 
ob diese Signalaktivitäten auch in anderen Prozessen der Speicheldrüse eine 
wichtige Rolle spielen, z. B. in der Organentwicklung und Regeneration. Zur 
Bestimmung von Zellen mit aktivierter Wnt/β-Catenin-Signalübertragung in der 
sich entwickelnden Speicheldrüse wurden die in unserem Labor hergestellten 
Axin2LacZ-Mäuse verwendet, in denen kodierende Sequenzen des Axin2-Allels 
durch eine kodierende LacZ-Sequenzkassette ersetzt wurden [270]. Axin2 
(Conductin) ist ein sehr gut charakterisiertes und spezifisches Wnt/β-Catenin/TCF 
Zielgen [63,271]. Der Nachweis von Axin2-LacZ wurde sowohl in unserem Labor 
als auch weltweit in vielfältigen Untersuchungen zur Bestimmung der Aktivierung 
des Wnt/β-Catenin-Signalwewges in biologischen Systemen genutzt (z. B. in der 
Entwicklung und Tumorprogression) [14,113,270,272,273,274]. Durch Detektion 
der Enzymaktivität von β-Galaktosidase (β-Gal) auf Gefrierschnitten von  
Axin2LacZ-Mäusen wurde die Aktivität des Wnt/β-Catenin-Signalweges zunächst in 
der sich entwickelnden Speicheldrüse am postnatalen Tag 1 (P1)   ermittelt. 
Dabei konnte anhand der starken blauen Färbung eine hohe Aktivität des 
kanonischen Wnt-Signalweges in den interkalierenden Speicheldrüsengang-
Zellen (IDZ) detektiert werden (Abb. 16A,C, Quantifizierung in Abb. 16D). Die IDZ 
sind zwischen den Speicheldrüsen-Azini und Speicheldrüsengängen lokalisiert 
und als Stammzellen-Nische in der Speicheldrüse bekannt [275,276]. Die 
differenzierten Speicheldrüsengänge (SDG) wiesen ebenso eine starke β-Gal-
Färbung auf, wohingegen die Azini keine Reaktivität zeigten (Abb. 16A,C,D).  
 
Der Phosphorylierungsstatus von Smad1/5/8 wurde als typischer Marker für Bmp-
Signalaktivität untersucht [140,247] . Phosphoryliertes Smad1/5/8 (pSmad1/5/8) 
konnte mittels immunohistochemischer Färbung (braun) in der Speicheldrüse an 
Tag P1 in Zellen ausdifferenzierter SDG nachgewiesen werden. Im Gegensatz 
dazu war die Aktivierung des Bmp-Signalweges in IDZ sehr gering bis nicht 
nachweisbar (Abb. 16B,C, Quantifizierung in Abb. 16D). Diese Ergebnisse zeigen 
einen hochaktiven Wnt/β-Catenin-Signalweg am Tag P1 in den stammzell-
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enthaltenden IDZ der sich entwickelnden Speicheldrüse. Im Gegensatz dazu ist 
die Bmp-Signalgebung in den IDZ unterdrückt. In den Speicheldrüsen-Azini 
konnte keine Aktivierung sowohl für die Wnt/β-Catenin- als auch für die Bmp-
Signalgebung am Tag P1 detektiert werden.  
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Abb. 16: Die Aktivitäten der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung während der 
Entwicklung der Speicheldrüsen (P1). (A) Aktivierung der Wnt/β-Catenin-Signalgebung in 
Speicheldrüsen von Axin2LacZ-Mäusen (β-Gal-Expression) im IDZ-Stammzellkompartiment (s. 
Pfeil) und in differenzierten Speicheldrüsengängen (SDG, Quantifizierung in D, Wnt+). Az, Azinus 
(s. gestrichelter Kreis). (B) Aktivität des Bmp-Signalweges in differenzierten SDG aber nicht in IDZ 
(s. Einfügung), analysiert mit Immunhistochemie für pSmad1/5/8 (Quantifizierung in D, Bmp+). (C) 
Schematische Darstellung der Strukturen und Aktivitäten der Wnt/β-Catenin- und Bmp-
Signalgebung während der Entwicklung der Speicheldrüse (P1). Eine strukturelle und funktionelle 
Einheit der Speicheldrüse besteht aus einem Speicheldrüsengang (SDG), interkalierenden 
Duktzellen (IDZ), welche die Stammzellen enthalten, und einem Azinus. Zellen mit aktiver Wnt/β-
Catenin-Signalgebung sind blau hervorgehoben (Wnt+). Eine aktive Bmp-Signalgebung wird durch 
rote Zellkerne angezeigt (Bmp+). Das Diagramm zeigt die jeweiligen Mittelwerte. 
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In den folgenden Analysen sollte durch Einsatz der einfach-mutanten 
Mausmodelle (ΔN-β-Cat oder ΔBmpRIa) aufgeklärt werden, welche essentielle 
Bedeutung diese beiden Signalwege für die Stammzell-Nische der 
Speicheldrüsen und deren Entwicklung besitzen. Speicheldrüsen von Wildtyp-
Mäusen an P1 sind durch ein sich stark verzweigendes Epithel gekennzeichnet, 
das buschartige Strukturen ausbildet und nur einzelne, mit Immunfluoreszenz 
detektierbare CD24+CD29+-Stammzellen enthält (Abb. 17A,D,G).  Die K14-Cre-
vermittelte aktivierende β-Catenin-Mutation (ΔN-β-Cat)  resultierte in 
Hyperproliferation und einer stark erhöhten Anzahl an CD24+CD29+-Stammzellen 
am Tag P1 im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 17B,E,G). Die konditionale Null-
Mutation des Bmp-Rezeptors Ia führte zu diesem Zeitpunkt ebenso zu einer 
erhöhten Anzahl an CD24+CD29+-Speicheldrüsen-Stammzellen, was jedoch zu 
keiner veränderten Histolgie der Speicheldrüse führte (Abb. 17C,F,G). Die 
Quantifizierung der CD24+CD29+-Stammzellen anhand von Immunfluoreszenz-
Untersuchungen ergab einen fünf- bis siebenfachen Anstieg dieser Zellpopulation 
in den einfachen Mausmutanten im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 17G).  
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Abb. 17: Entwicklung der Speicheldrüse in Mäusen mit konstitutiv aktiven β-Catenin bzw. 
mit BmpRIa-Funktionsverlust (P1). (A-C) Speicheldrüsen von wildtypischen (wt) sowie ΔN-β-
Cat- oder ΔBmpRIa-Mäusen, dargestellt durch Hämatoxylin-Eosin-Färbungen von 
Gewebeschnitten. (D-G) Nachweis von CD24+CD29+-Stammzellen in wildtypischen, ΔN-β-Cat- 
oder ΔBmpRIa-Mäusen durch Immunfluoreszenz-Analysen (CD24 in rot, CD29 in grün, 
Überlagerung in gelb, nukleäres Dapi in blau, Quantifizierung in G). Das Diagramm in G zeigt die 
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen (n=3). 
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Die Bedeutung der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung 
während der Regeneration der Speicheldrüse 
Die Regeneration der murinen Speicheldrüse kann durch Abschnürung (Ligatur) 
der Hauptspeicheldrüsengänge ab Tag P35 induziert und untersucht werden 
[257]. Zunächst wurde erneut durch Verwendung der Axin2LacZ-Mauslinie 
analysiert, welchen Aktivierungsstatus die Wnt/β-Catenin- und Bmp-
Signaltransduktionswege am Tag P35 (vor der Ligatur) aufweisen. Mittels β-Gal-
Färbung konnte gezeigt werden, dass der kanonische Wnt-Signalweg am Tag 
P35 im gesamten Speicheldrüsengewebe inaktiv ist (Abb. 18A,F,I). Im Gegensatz 
dazu, und in Analogie zu den Ergebnissen zum Zeitpunkt P1, wurde mittels 
Immunofluoreszenz-Färbungen gegen pSmad1/5/8 eine aktive Bmp-
Signalgebung in den Speicheldrüsengängen, nicht jedoch in den IDZ detektiert 
(Abb. 18F,I). In Übereinstimmung mit publizierten Daten verschwanden innerhalb 
der ersten fünf Tage nach Ligatur fast alle azinären Strukturen, welche durch 
kleine, proliferierende Kanälchen ersetzt wurden (Abb. 18G,H) [257,277]. 
Bemerkenswerterweise konnte anhand der β-Gal-Färbung eine Reaktivierung 
des Wnt/β-Catenin Signalweges in den IDZ während der Regeneration 
nachgewiesen werden (Einschub in Abb. 18A; Abb. 18F,I). Im Gegensatz dazu 
blieb die Aktivität des Bmp-Signalweges in den proliferierenden IDZ gering und in 
den Speicheldrüsengängen hoch (Abb. 18B,C,E,F, I). Die IDZ exprimierten den 
für frühe proliferative Regenerationsprozesse typischen zellulären Marker 
Cytokeratin 6 (Abb. 18D) [254]. Die Speicheldrüsengänge zeigten dagegen keine 
oder nur sehr schwache CK6-Expression (nicht gezeigte Daten). Diese 
Ergebnisse verdeutlichen, dass während der Regeneration der Speicheldrüse 
eine hochaktive Wnt/β-Catenin-Signalgebung reaktiviert bzw. eine nur schwach 
aktive Bmp-Signaltransduktion beibehalten werden muss.  
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Abb. 18: Die Aktivitäten der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signaltransduktionswege während 
der Regeneration muriner Speicheldrüsen. (A) Der Wnt/β-Catenin-Signalweg ist in 
unverwundeten Axin2LacZ-Kontrolltieren inaktiv (P35). Die Einfügung in A zeigt die Reaktivierung 
des Wnt/β-Catenin-Signalweges (verstärkte Expression von β-Gal) im Speicheldrüsengewebe 
während der Regeneration am Tag P40 (Quantifizierung in I, Wnt+). (B,C) Geringe Aktivität des 
Bmp-Signalweges in den proliferierenden IDZ während der Regeneration, nachgewiesen mit 
Immunfluoreszenz-Färbung für pSmad1/5/8 (grün, nukleäres Dapi in blau, Quantifizierung in I, 
Bmp+). (D) Nachweis von CK6 auf einem seriellen Schnitt von B mittels Immunofluoreszenz (in 
grün, Marker für proliferierendes Epithel, nukleäres Dapi in blau). (E) pSmad1/5/8-Färbung in 
differenzierten Speicheldrüsengängen nach Regeneration (grün). (F) Schema zu den Aktivitäten 
der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signaltransduktion vor und während der Regeneration der 
Speicheldrüse (P35 und P40). Zellen mit aktiven Wnt/β-Catenin-Signalweg sind blau (Wnt+) 
dargestellt und eine aktive Bmp-Signalgebung wird durch rote Zellkerne angezeigt (Bmp+). (G,H) 
Hämatoxylin-Eosin-Färbungen von Paraffinschnitten von nicht verwundeten (G) und 
regenerierenden Speicheldrüsengewebe (H). Die Einfügung in H zeigt neu gebildete, kleine 
Speicheldrüsengänge während der Regeneration (Pfeil). Das Diagramm in I zeigt die jeweiligen 
Mittelwerte. 
 
 
Die folgenden Untersuchungen sollten klären, ob die Speicheldrüsen-
Stammzellen in den einfach-mutanten Mäusen eine funktionelle Bedeutung 
während der Regeneration übernehmen können. Es zeigte sich, dass beide 
Mutanten nach Ligatur der Speicheldrüse ein gesteigertes und damit 
beschleunigtes Regenerations-Potential im Vergleich zum Wildtyp besitzen. Das 
analysierte Gewebe zeigte einen deutlich erhöhten Anteil an regenerierten und 
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CK14-positiven Speicheldrüsen-Epithel und der mit phospho-Histon 3 bestimmte 
Proliferations-Index war erhöht (Abb. 19A-E)[252]. Zusätzlich konnte während der 
Regeneration eine Vergrößerung der Stammzell-Population beobachtet werden: 
Die Anzahl der CD24+CD29+-Stammzellen im Wildtyp-Gewebe betrug etwa 4% 
(Abb. 19F,I). Dagegen konnte in den ΔN-β-Cat- bzw. ΔBmpRIa-Mausmutanten 
eine 2,5- bis 3,5-fach erhöhte Anzahl von Speicheldrüsen-Stammzellen 
nachgewiesen werden (10% bis 14%), die in typischen Zell-Clustern auftraten. 
(Abb. 19G-I). Diese Ergebnisse unterstreichen, dass sowohl die Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin- als auch die Inhibierung des Bmp-Signalweges große Bedeutung 
haben für die Geschwindigkeit der Speicheldrüsen-Regeneration, aber auch für 
die Größe und Aktivität des Stammzell-Kompartiments während dieses 
Prozesses. 
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Abb. 19: Regeneration der Speicheldrüsen in Mäusen mit konstitutiv aktiven β-Catenin bzw. 
mit BmpRIa-Funktionsverlust. (A-C) Regenerierendes Speicheldrüsen-Epithel von 
wildtypischen (wt) sowie ΔN-β-Cat- oder ΔBmpRIa-Mäusen, dargestellt durch Immunfluoreszenz-
Färbungen für CK14 (in rot, Marker für regeneriertes Epithel; nukleäres Dapi in blau) und 
phospho-Histon 3 (pH3, in grün, Proliferations-Marker; nukleäres Dapi in blau). Die 
Quantifizierung der Gewebe-Regeneration und -Proliferation ist in (D,E) zusammengefasst. (F-H) 
Immunfluoreszenz-Analysen für die Stammzellmarker CD24 (in rot) und CD29 (in grün) in 
Speicheldrüsen von wildtypischen, ΔN-β-Cat- oder ΔBmpRIa-Mäusen während der Regeneration 
(Überlagerung in gelb, nukleäres Dapi in blau, Quantifizierung in I). Die Diagramme in D, E und I 
zeigen die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen (n=3). 
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalwege in 
der Regulation von Speicheldrüsen-Stammzellen während Tumorentstehung, 
Organentwicklung und Regeneration eine wichtige Rolle spielen. Es wurde 
gefunden, dass aggressive Speicheldrüsen-Karzinome im Menschen eine 
erhöhte Wnt/β-Catenin- und inaktive Bmp-Signalgebung besitzen. Ein 
Mausmodell wurde etabliert, bei dem die gleichzeitige Aktivierung der Wnt/β-
Catenin- und der Verlust der Bmp-Signalgebung ebenfalls Speicheldrüsen-
Karzinome verursachten. Diese Tumoren enthielten eine zehnfach erhöhte 
Anzahl an CD24+CD29+-Zellen, die in  Transplantations-Experimenten als bona 
fide Krebsstammzellen identifiziert wurden. Die Veränderung nur eines 
Signalweges, Wnt/β-Catenin oder Bmp allein, führte nicht zu Tumoren, resultierte 
aber in einer dreifach erhöhten Anzahl von CD24+CD29+-Stammzellen in der 
Speicheldrüse und einer beschleunigten Regeneration nach Verwundung. Im 
Weiteren wurde gefunden, dass die Krebsstammzellen Pluripotenzgene 
exprimierten und durch spezifische Methylierungsmuster von Histonen des 
Chromatins gekennzeichnet waren. Diese epigenetische Veränderung bewirkte 
die Zunahme aktiven und die Abnahme repressiven Chromatins in den 
Krebsstammzellen. Die Krebsstammzellen konnten in Salisphären kultiviert 
werden, welche sich durch chemische Inhibierung des Wnt/β-Catenin-
Signalweges in  drüsenartige Strukturen differenzierten. Diese Differenzierung 
war von repressivem Chromatin abhängig, da DNA-Methylierungs- oder HDAC-
Inhibitoren den Krebsstammzell-Status reaktivieren konnten. 
 
 
 
Gemeinsamkeiten in Speicheldrüsen-Karzinomen von Mensch 
und Maus 
Tumoren entstehen, wenn sich in Zellen kritische Mutationen akkumulieren [278]. 
Dadurch werden wichtige Signalwege in ihrer Aktivität beeinflusst, was zu 
unkontrolliertem Zellwachstum, Invasivität und Metastasierung führen kann. Die 
Abfolge der genetischen Veränderungen, die zur Tumorentstehung führen, ist  
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von Organ zu Organ unterschiedlich. Dies wurde z. B. klar für Tumoren des 
Darms oder der Haut gezeigt (siehe unten). In dieser Arbeit wurde gefunden, 
dass eine aktive Wnt/β-Catenin- und inaktive Bmp-Signalgebung eine wichtige 
Rolle bei der Entstehung von aggressiven Speicheldrüsen-Karzinomen im 
Menschen spielen. In einem entsprechenden Mausmodell konnte bestätigt 
werden, dass die gleichzeitige Aktivierung der Wnt/β-Catenin- und der Verlust der 
Bmp-Signalgebung ebenfalls zu Speicheldrüsen-Karzinomen führt. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass beide Signalwege spezies-übergreifend in der 
Entstehung dieses Tumortyps wirken können. Diese Daten geben neue Einblicke 
in die möglichen molekularen Ursachen der Entstehung dieser Tumoren im 
Menschen, wofür bis jetzt nur sehr wenige Daten erhoben wurden. 
 
Die extreme Aggressivität der Speicheldrüsen-Karzinome der Mäuse war der 
Grund für den frühzeitigen Tod der Doppel-Mutanten bis zum Tag P90. Im 
Vergleich zur Entwicklung anderer Tumoren in Mäusen ist dies ein sehr kurzer 
Zeitraum. Die proliferativen und apoptotischen Indizes der Speicheldrüsen-
Karzinomen am Tag P90 zeigten, dass das Netto-Wachstum des Gewebes 
aufgrund erhöhter Proliferation und unterdrückter Apoptose entstand. Die 
einfache Null-Mutation des Bmp-Rezeptors Ia verursachte im Vergleich zur 
wildtypischen Kontrolle keine Unterschiede in den angeführten Indizes sowie 
auch nicht in Histologie und Morphologie. In den einfach-mutanten β-Catenin-
Mäusen wurde sowohl ein Anstieg der Proliferation als auch der Apoptose 
nachgewiesen. Die detaillierten Untersuchungen zur Tumorentstehung in den 
doppelt-mutanten Mäusen verdeutlichen, dass durch den Verlust des Bmp-
Signalweges die Induktion der Apoptose ausbleibt. Man kann daraus 
schlussfolgern, dass der aktivierenden Mutation von β-Catenin in dem hier 
entwickelten Tumormodell initiale Bedeutung zukommt, und dass die zusätzliche 
Deaktivierung der Bmp-Signalgebung die Entstehung der Karzinome weiter 
unterstützt. Dies konnte durch die Expressionsstudien und histologischen 
Befunde bestätigt werden. Die Bildung von Metastasen konnte im hier 
verwendeten Mausmodell nicht aussagekräftig genug untersucht werden. Einige 
Spontan-Metastasen in Lymphknoten und Lunge könnten darauf hindeuten (nicht 
gezeigte Daten). Eine Erklärungsmöglichkeit wäre der kurze Lebenszeitraum der 
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Mäuse von nur etwa drei Monaten, der für den Metastasierungs-Prozess nicht 
ausreicht.  
 
In Übereinstimmung mit anderen Tumorarten ist die alleinige Mutation im Wnt/β-
Catenin-Signalweg nicht ausreichend, um maligne Tumoren zu induzieren. Im 
Fall von Darm-Tumoren ist die Sequenz von tumorfördernden Mutationen 
inzwischen gut erforscht. Es ist klar, dass aktivierende Mutationen des Wnt/β-
Catenin-Signalweges (z. B. in APC oder β-Catenin) die initialen Veränderungen 
darstellen, die zu benignen Tumor-Vorstufen (Polypen) führen [279]. Zur 
Progression sind weitere Mutationen in K-RAS, SMAD4 oder p53 notwendig 
[279]. In der Haut dagegen führen Veränderungen im Hedgehog- oder RAS-
Signalweg zur Entstehung von Basalzell- oder Plattenepithel-Karzinomen. Im 
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass beide Tumortypen der Haut auch auf 
eine aktive Wnt/β-Catenin-Signalgebung angewiesen sind und sich nach deren 
Inaktivierung zurückbilden [14,280]. Es erscheint also folgerichtig, dass die 
alleinige Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges in der Haut lediglich zu 
benignen Haarfollikel-Tumoren führt [127]. 
 
 
 
Die CD24+CD29+-Zellen in den Speicheldrüsen-Tumoren der 
Maus sind Krebsstammzellen 
Ein wichtiges Merkmal der Speicheldrüsen-Tumoren in den doppelt-mutanten 
Mäusen war die hohe Anzahl von CD24+CD29+-Stammzellen, deren Anteil von 
1% im Wildtyp-Gewebe auf 3% in den jeweiligen einfach-mutanten Mäusen und 
auf bis 10% in den Tumoren anstieg. Dies bedeutet, dass eine aktive Wnt/β-
Catenin- und inaktive Bmp-Signalgebung kooperieren, um die Anzahl der 
CD24+CD29+-Stammzellen in den Tumoren der Speicheldrüse zu steigern. Es ist 
bereits aus anderen Organsystemen bekannt, dass die Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signalweges die Anzahl von Krebsstammzellen erhöhen kann, z. B. in 
der Kontrolle von Krebsstammzellen in der Milchdrüse und der Epidermis. So 
wurde gezeigt, dass die Anzahl der CD24+CD29+-Stammzellen in Milchdrüsen 
von Mäusen mit Wnt1-Überexpression mehr als sechsfach erhöht ist [259]. In 
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Hauttumoren steigt die Population von CD34+-Haarfollikel-Stammzellen bis zu 
neunfach an, die durch chemische Kanzerogenese (Behandlung mit 
Dimethylbenzanthracen [DMBA] und 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat [TPA]) 
oder durch Überexpression von H-Ras induziert wurden [14]. Die CD34+-Zellen 
der Tumoren konnten in Transplantations-Experimenten als Krebsstammzellen 
identifiziert werden, da ihr tumorigenes Potential 100-fach höher war, als das 
unsortierter Tumorzellen [14]. Weiter wurde gezeigt, dass die Bmp-Signalgebung 
einen sehr bedeutsamen Einfluss auf die CD133+-Tumorstammzell-Population in 
Glioblastomen ausübt. Die Aktivierung von Bmp-Signalen führte zur Suppression 
der Krebsstammzellen, was sich in verringerter Proliferation und der Induktion 
neuronaler Differenzierung äußerte [281]. Auch andere Signalwege wie Notch 
oder Hedgehog übernehmen in der Kontrolle von Krebsstammzellen 
entscheidende Funktionen. So reguliert der Notch-Signalweg das Stammzell-
Kompartiment der Milchdrüsen, indem die Überaktivierung von Notch zum 
Anstieg CD61+-luminaler Vorläuferzellen sowie zu Hyperplasie und 
Tumorentstehung führt [282]. Der Hedgehog-Signalweg ist essentiell für die 
Selbsterneuerung von c-Kit+Lin-Sca-1+-Krebsstammzellen bei chronischen 
myeloiden Leukämien (CML). Der Verlust der Hedgehog-Signalaktivität kann die 
Entstehung von CML verhindern [283]. 
 
In dieser Arbeit wurden Beweise dafür gesucht, ob die CD24+CD29+-
Stammzellen aus den Speicheldrüsen-Tumoren tumorinitiirende, d. h. 
Krebsstammzell-Eigenschaften besitzen. Krebsstammzellen und normale 
Stammzellen weisen eine Vielzahl übereinstimmender Merkmale auf, wie die 
Fähigkeit zur langfristigen, fast unbegrenzten Selbsterneuerung und 
Differenzierung sowie ihre Abhängigkeit von einer bestimmten zellulären 
Umgebung, der (Krebs-) Stammzell-Nische [7,8,9]. Krebsstammzellen können je 
nach Tumorart etwa 1-15% der Gesamtzell-Population ausmachen, wohingegen 
der Anteil von normalen Stammzellen im Gewebe normalerweise nicht mehr als 
0,1 bis 1% beträgt [19]. Krebsstammzellen können, basierend auf der Expression 
spezifischer Oberflächenmarker, per FACS isoliert und mit Hilfe klassischer 
Transplantations-Experimente in immundefizienten Mäusen getestet werden. In 
der vorliegenden Arbeit wurden abnehmende Zellzahlen in NOD/SCID-Mäuse 
transplantiert, um die Tumorigenität der Krebszellen zu bestimmen [18,19]. Die 
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per FACS angereicherten CD24+CD29+-Tumorzellen waren im Vergleich zu den 
unsortierten Tumorzellen 200-fach tumorigener, d. h. sie produzierten bereits 
schnell wachsende Tumoren, wenn lediglich 500 Zellen injiziert wurden. Dagegen 
waren 100.000 unsortierte Zellen gerade noch tumorigen. Der Faktor 200 im 
tumorigenen Potential ist bemerkenswert, da die angereicherte Tumorzell-
Population nur etwa zehnmal mehr CD24+CD29+-Zellen enthielt. Die von anderen 
Wissenschaftlern als „Goldstandard“ für Krebsstammzellen bestimmte Anzahl von 
transplantierten Tumorzellen beträgt zwischen 100 und 5000 [19]. Somit können 
wir die CD24+CD29+-Zellen aus den Speicheldrüsen-Tumoren unserer doppelt-
mutanten Mäuse als Krebsstammzellen bezeichnen.  
 
Weiter wurde die Frage untersucht, ob die Krebsstammzellen den Primärtumor 
nach Transplantation histologisch wieder vollständig reproduzierten. In der Tat 
konnten Cytokeratin 10-positive und Speicheldrüsengang-artige Bereiche in den 
transplantierten Tumoren nachgewiesen werden. Allerdings fiel auf, dass die 
transplantierten Tumoren histologisch oft undifferenziert waren und den 
Primärtumor nicht vollständig reproduzieren konnten. Dies könnte darauf 
zurückzuführen sein, dass die Krebsstammzellen in die Haut, also nicht in 
orthotopes Gewebe transplantiert wurden und deswegen keine optimalen 
Bedingungen seitens der Krebsstammzell-Nische vorlagen [9]. 
 
 
 
Krebsstammzellen zeigen ES-Zell-Charakteristika und einen 
veränderten Histon-Code 
Ein erster wichtiger Befund zum Mechanismus der Entstehung von 
Krebsstammzellen in den Speicheldrüsen war, dass sie den embryonalen 
Stammzellmarker SSEA-1 sehr stark exprimierten. SSEA-1 ist einer der ersten 
typischen Marker, die während der Induktion pluripotenter Stammzellen aus 
Fibroblasten (iPS) exprimiert werden [262,263]. SSEA-1 wurde kürzlich ebenso 
als Marker für aggressive Krebsstammzellen in Medulloblastomen nachgewiesen 
[21]. Eine Microarray-Analyse der CD24+CD29+-Krebsstammzellen zeigte weiter, 
dass die Expression von Dppa5 und anderer potentieller Pluripotenz-Gene in den 
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Speicheldrüsen-Krebsstammzellen erhöht ist. Anscheinend sind in unseren 
Krebsstammzellen bestimmte Programme aktiv, die sonst nur für pluripotente ES-
Zellen charakteristisch sind. Bemerkenswerterweise ist dieses neue, veränderte 
Genexpressions-Programm von einer aktiven Wnt/β-Catenin-Signaltransduktion 
abhängig: Die Behandlung der CD24+CD29+-Krebsstammzellen  mit dem Wnt/β-
Catenin-Inhibitor ICG-001 führte nicht nur zu einer stark verlangsamten 
Zellproliferation, sondern auch zur verringerten Expression von Dppa5 und 
weiterer prototypischer ES-Zell-Gene. 
 
Normalerweise ist der Dppa5-Locus in ausdifferenzierten Zellen epigenetisch 
abgeschaltet [265]. Nach unseren Daten ist Dppa5 jedoch in den Speicheldrüsen-
Krebsstammzellen transkriptionell reaktiviert. Dies ließ vermuten, dass sich 
Veränderungen der Chromatinstruktur in den Krebsstammzellen ereignet haben. 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass pluripotente und sich aktiv teilende 
Stammzellen eine typische Chromatinstruktur besitzen: Stammzellen zeigen oft 
ein leicht zugängliches Chromatin mit aktivierten Promotoren, was mit einer 
Trimethylierung von Lysin 4 des Histons H3 (H3K4me3) einhergeht [24,26]. 
Hingegen wurden H3K9me3 und H3K27me3 als repressive Chromatin-
Markierungen identifiziert, die mit transkriptioneller Inaktivität korrelieren [24]. In 
der Tat konnte in den Speicheldrüsen-Tumoren und den CD24+CD29+-
Krebsstammzellen unserer doppelt-mutanten Mäuse ein starker Anstieg von 
H3K4me3 und gleichzeitig eine massive Verringerung von H3K27me3 im 
Vergleich zu wildtypischen und einfach-mutanten Speicheldrüsenzellen 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich weiter, dass ein hoher H3K4me3-Status 
neben dem Verlust der Bmp-Signaltransduktion von einem aktiven Wnt/β-
Catenin-Signalweg abhängig ist. Nach Behandlung der Krebsstammzellen mit 
dem Wnt/β-Catenin-Inhibitor ICG-001 wurde H3K4me3 stark herunterreguliert. 
Die Proliferation von Tumorzellaggregaten in Kultur, den Salisphären von 
CD24+CD29+-Krebsstammzellen, ist ebenso von einem aktivierten Wnt/β-
Catenin-Signalweg abhängig. Nach chemischer Inhibierung verlangsamten die 
Zellen ihr Wachstum deutlich und begannen sich in glanduläre Strukturen 
auszudifferenzieren. Dies ist bemerkenswert, da nicht nur die Proliferation 
inhibiert, sondern gleichzeitig auch die Differenzierung eingeleitet wurde. Damit 
übereinstimmend wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass die Inhibierung von 
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Wnt/β-Catenin im Krebsstammzell-Kompartiment von Hauttumoren ebenso die 
Proliferation unterdrücken konnte und gleichzeitig Differenzierung induziert wurde 
[14]. Dies könnte bedeuten, dass Wnt/β-Catenin-abhängige Krebsstammzellen 
nach Proliferationsstopp andere Programme, wie Differenzierung, reaktivieren 
können. Die erfolgreiche Eliminierung von Krebsstammzellen wäre ein enormer 
Fortschritt in der Tumortherapie, da die Entstehung von Metastasen und 
Rezidiven oft auf Krebsstammzellen zurückzuführen ist [19,284]. 
 
Da die Krebsstammzellen für ihre Selbsterneuerung epigenetisch stillgelegte Loci 
wieder aktivieren, wurde der Einfluss chromatin-modifizierender Substanzen auf 
die Differenzierung der Salisphären untersucht. Sowohl der Histon-Deazetylase-
Inhibitor Valproinsäure (VPA) als auch der DNA-Methylase-Inhibitor 5-Azazytidin 
(Aza) waren in der Lage, die durch den Wnt/β-Catenin-Inhibitor induzierte 
Differenzierung zu revertieren und die Salisphären wieder in den proliferativen, 
selbsterneuernden Zustand zurückzuversetzen. Das Potential der 
niedermolekularen Wirkstoffe VPA und Aza während der Induktion pluripotenter 
Stammzellen erhöhte die iPS-Effizienz bis zu 100-fach [108], d. h. 
Chromatinmodifizierungen stellen einen grundlegenden Mechanismus während 
der Reprogrammierung von ausdifferenzierten Fibroblasten in pluripotente 
Stammzellen dar [285]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 
aktivierende Chromatinmodifizierungen auch in der Entstehung von 
Krebsstammzellen eine bedeutende Rolle einnehmen. Für die Differenzierung der 
Krebsstammzellen sind also Prozesse wie Histon-Deazetylierung oder DNA-
Methylierung notwendig, was in unserem Fall für globale Chromatinrepression 
und transkriptionelle Inaktivität sprechen würde. Für die Proliferation der 
CD24+CD29+-Krebsstammzellen sind demnach ein aktivierter Wnt/β-Catenin-
Signalweg und ein bestimmtes Maß an geöffnetem Chromatin notwendig.  
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Die Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalwege sind auch in der 
Entwicklung der Speicheldrüse von Bedeutung 
Die Entwicklung der murinen Speicheldrüse gliedert sich in einen embryonalen 
und postnatalen Abschnit [204]. In dieser Arbeit wurde das postnatale Stadium 
zum Zeitpunkt P1 näher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Wnt/β-
Catenin-Signalweg in den interkalierenden Speicheldrüsengang-Zellen (IDZ) 
hochaktiv ist. Die IDZ sind bereits aus anderen Studien als Stammzellen-Nische 
in der Speicheldrüse bekannt [275,276]. Im Gegensatz dazu ist die Bmp-
Signalgebung in den IDZ abgestellt. Die Bedeutung eines aktivierten Wnt/β-
Catenin- und inaktiven Bmp-Signalweges für die Stammzellen der murinen 
Speicheldrüse  konnte in dieser Arbeit auch durch den Einsatz einer 
aktivierenden β-Catenin- und Null-Mutation des Bmp-Rezeptors Ia bestätigt 
werden. So  ist eine aktive Wnt/β-Catenin-Signalgebung für die Kontrolle der 
Anzahl an CD24+CD29+-Stammzellen von großer Bedeutung. Interessanterweise 
führte der Funktionsverlust des Bmp-Signalweges ebenso zu einer erhöhten 
Anzahl dieser Stammzellen. Dies deutet auf einen Einfluss beider Signalwege auf 
die Stammzellen und ihre Abkömmlinge hin, der über die Kontrolle der Anzahl der 
Stammzellen hinausgeht. Im Fall der dauerhaften Aktivierung der Wnt-
Signalgebung proliferieren die Zellen weiter und schlagen eine bestimmte 
Differenzierungsrichtung ein. So konnte histologisch und durch Expressions-
Analysen in den einfach-mutanten Mäusen mit aktivierten β-Catenin die Zunahme 
epithelialer Zellen und damit verbunden, eine erhöhte Expression epithelialer 
Marker nachgewiesen werden (z. B.  Loricrin, Repetin oder Keratin 36). Die 
Fähigkeit des Wnt/β-Catenin-Signalweges, Stammzellen eines Gewebes in eine 
bestimmte Differenzierungsrichtung zu dirigieren, ist bereits für andere 
Organsysteme beschrieben worden. So werden z. B. Zellen der Haarfollikel, aber 
nicht der Epidermis durch Wnt/β-Catenin induziert (in der Haut), Enterozyten und 
Paneth-Zellen, aber nicht Goblet-Zellen (im Darm) oder Zellen des zweiten und 
nicht des ersten Herzfeldes (im Herz) [107].  
 
Ein ähnlicher regulatorischer Einfluss dieser beiden Signalwege konnte bereits im 
Stammzell-Kompartiment des Darms (den Krypten) nachgewiesen werden, wo 
ein aktiver Wnt/β-Catenin- und inaktiver Bmp-Signalweg essentiell sind für die 
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Aufrechterhaltung der adulten, gewebsspezifischen Stammzellen [195,201]. Es 
handelt sich dabei allerdings nicht um einen generellen Mechanismus, denn in 
der Haut kontrollieren sich diese beiden Signalwege gegenseitig in einem fein 
abgestimmten oszillierenden System aus Aktivierung und Inaktivierung und 
steuern so den Haarzyklus [126,203]. Unsere Daten zeigen zusammengefasst, 
dass eine aktivierte Wnt/β-Catenin- oder eine inaktive Bmp-Signalgebung die 
Anzahl der Speicheldrüsen-Stammzellen erhöhen können. Es bestehen jedoch 
Unterschiede zwischen beiden Signalwegen in ihrem Einfluss auf die Proliferation 
und Differenzierung der Abkömmlinge der Stammzellen. 
 
 
 
Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung in der Regeneration der 
Speicheldrüse 
Nach Verwundung der Speicheldrüse und im sich anschließenden 
Regenerations-Prozess wurde eine Reaktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signalweges im Gewebe und vor allem in den Speicheldrüsen-Stammzellen 
beobachtet. Die funktionelle Bedeutung für das regenerative Potential der 
Speicheldrüse konnte in der vorliegenden Arbeit tatsächlich nachgewiesen 
werden: So führen die aktivierende β-Catenin- oder die Null-Mutation des Bmp-
Rezeptors Ia im Speicheldrüsengewebe zu einem Anstieg von CD24+CD29+-
Speicheldrüsen-Stammzellen und ermöglichen eine stark beschleunigte 
Regeneration nach Verwundung. Die schnellere Regeneration ist möglich, da die 
Zunahme der Stammzellen und die sich daraus ergebende beschleunigte 
Neubildung des Speicheldrüsen-Epithels die dominierenden Prozesse darstellen, 
die in der akuten Phase der Regeneration nach der Verwundung ablaufen 
[257,277]. Eine weitere Steigerung des regenerativen Potentials der 
Speicheldrüse durch die Generierung eines Mausmodells, das sowohl eine 
aktivierende β-Catenin- als auch die Null-Mutation des Bmp-Rezeptors Ia trägt, 
konnte nicht untersucht werden. Die doppelt-mutanten Tiere entwickelten bereits 
am Tag P30 kleine Tumoren und morphologische Veränderungen im 
Speicheldrüsen-Gewebe, was eine angemessene Überprüfung des regenerativen 
Potentials verhinderte. 
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Die große Bedeutung der Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalgebung in 
regenerativen Prozessen wurde bereits in anderen Organsystemen aufgezeigt. In 
sich kontinuierlich regenerierenden Geweben, wie z. B. dem Darm, kann man 
eine vergleichbare Regulation beobachten. Hier benötigen die Stammzellen zu 
ihrer eigenen Erhaltung und zur ständigen Erneuerung des Darmepithels einen 
Krypt-Villus-Gradienten aus aktiver Wnt/β-Catenin- und inaktiver Bmp-
Signalgebung. Eine Störung in diesem System kann zu verstärkter Proliferation 
führen und die Entstehung von Tumoren induzieren [122,195,201]. Eine wichtige 
Funktion übernimmt der Wnt/β-Catenin-Signalweg auch in der Regeneration von 
verletztem Gewebe oder Organen, beispielsweise nach Leber-Ektomie oder nach 
Verwundung der Haut. Die Leber ist ein einzigartiges Organ bezüglich des 
Regenerations-Potentials, da selbst nach der Entfernung von bis zu 70% der 
Lebermasse eine vollständige Regeneration möglich ist [286]. Einige Studien 
konnten darlegen, dass der Wnt/β-Catenin-Signalweg für eine geordnete 
Erneuerung der Leber nach Verletzung wichtig ist und dessen Verlust zu einer 
eingeschränkten und verlangsamten Regeneration führt [287,288,289]. Des 
Weiteren konnte gezeigt werden, dass der kanonische Wnt-Signalweg essentiell 
ist, um neue Haarfollikel in verwundeten und regenerierten Haut-Arealen zu 
bilden [290]. Die Bmp-Signalgebung dagegen übernimmt eine herausragende 
Bedeutung in der Knochen-Regeneration nach Frakturen. So konnte z. B. gezeigt 
werden, dass Bmp2 für die Frakturheilung essentiell ist, da die Bmp2-
Nullmutation in der Maus zur Blockade der frühen Phase der Knochen-
Regeneration führt [291]. Exogene Applikationen von Bmp können die Heilung 
auch beschleunigen und resultieren in einer stabileren Knochenmasse, was in 
therapeutischen Anwendungen zum Einsatz kommt [292]. Der Bmp-Signalweg 
übt weiterhin eine essentielle Funktion in der Stammzell-vermittelten 
Regeneration der Retina aus. Hierbei vermittelt die Bmp-Signaltransduktion in der 
frühen regenerativen Phase die Proliferation, ist in der späten Phase aber ebenso 
in der Lage, Apoptose zu induzieren. Dabei kommt es zu komplexen 
Interaktionen mit dem FGF-Signalweg [293]. Diese Beispiele unterstreichen, dass 
die Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalwege in verschiedenen Organen für die 
Kontrolle von Stammzellen in regenerativen Prozessen bedeutungsvoll sind. 
Bemerkenswerterweise existieren dabei sehr unterschiedliche organspezifische 
Aktivitäten der beiden Signalwege. Dadurch erhöht sich die Komplexität 
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regenerativer Therapien deutlich, denn für jedes Gewebe oder Organ muss ein 
spezifisches Therapiedesign entwickelt werden. 
 
 
 
Das Verständnis der regenerativen Prozesse in der 
Speicheldrüse ermöglicht neue therapeutische Anwendungen 
Einblicke in die Vorgänge während der Regeneration der Speicheldrüse sind von 
großem therapeutischen Interesse. So kommt es beispielsweise nach 
Bestrahlung von Tumoren des Kopf- und Nackenbereiches zu einer apoptose-
induzierten Atrophie des Speicheldrüsen-Gewebes und zum Verlust der 
Stammzellen [240]. Eine Abnahme der Stammzell-Aktivität und -Anzahl kann 
ebenso altersbedingt sein und führt zu Hypo-Salivation oder schließlich zur 
Trockenheit der Mundhöhle (Xerostomie), wobei dies auch symptomatisch ist für 
bestimmte Krankheiten (z. B. Sjögren-Syndrom) [294]. Der Funktionsverlust der 
Speicheldrüsen ist meistens mit weiteren Folgeerkrankungen verbunden, wie 
gestörtem Geruchs- und Geschmackssinn, erhöhtem Risiko für orale Infektionen, 
beeinträchtigter Aussprache sowie Problemen beim Kauvorgang. Derzeitige 
Studien konzentrieren sich deswegen auf die weitere Charakterisierung von 
Speicheldrüsen-Stammzellen, z. B. deren Isolation und in vitro-Propagation, die 
Transplantation in  geschädigtes Gewebe sowie die Optimierung des 
Regenerations-Prozesses. In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, 
dass Speicheldrüsen-Stammzellen isoliert und als sogenannte „Salisphären“ (in 
Suspensionskultur) vermehrt werden konnten. Diese Zellen differenzierten in vitro 
in typische Speicheldrüsengang- oder Azinus-Zellen [244]. Weiterhin konnte in 
vivo gezeigt werden, dass die so angereicherten Zellen in der Lage sind, nach 
Transplantation in strahlungsgeschädigte murine als auch humane 
Speicheldrüsen langfristig deren Morphologie und Funktion wiederherzustellen 
[244]. Ebenso scheint es durch die Behandlung mit geeigneten Medikamenten 
(DeltaN23-KGF/Palifermin) möglich, die Anzahl und Aktivität der Speicheldrüsen-
Stammzellen vor und nach einer Strahlenbehandlung zu erhöhen und so eine 
schnellere Regeneration zu erzielen [295].  
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Eine weitere interessante Einsatzmöglichkeit von isolierten Speicheldrüsen-
Stammzellen ergibt sich aus ihrem Potential, in vitro in bestimmte Zelltypen 
anderer Gewebe endodermalen Ursprungs differenzieren zu können, z. B. der 
Leber oder des Pankreas. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Gewebe-
Stammzellen aus Organen endodermalen Ursprungs ähnliche Marker und 
Eigenschaften besitzen und dass möglicherweise eine bisher noch nicht 
identifizierte gemeinsame Stammzell-Population in diesen Organen exisitert 
[257,296]. Diese ersten vielversprechenden, therapie-orientierten Ergebnisse 
lassen allerdings keine Aussage darüber zu, welche Signalwege diese 
Mechanismen steuern. Die in dieser Arbeit verwendeten Mausmodelle könnten in 
weiteren Studien Aufschluss darüber geben, ob ein aktivierter Wnt/β-Catenin-
Signalweg oder eine Suppression der Bmp-Signalgebung neben der Kontrolle der 
CD24+CD29+-Speicheldrüsen-Stammzellen auch in der Lage sind, die o. g. 
Prozesse positiv zu unterstützen. Es wäre interessant zu klären, ob wichtige 
Faktoren direkt durch diese Signalwege kontrolliert werden. So sind einige 
bekannte Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren, z. B. FGF4, FGF18, VEGF, 
EGF-Rezeptor oder Met, die in der Gewebe-Regeneration eine wichtige Rolle 
übernehmen, direkte transkriptionelle Zielgene des kanonischen Wnt-
Signalweges. Außerdem stellt sich die Frage, ob die bisher verwendeten 
Kultivierungs-Methoden von isolierten Speicheldrüsen-Stammzellen durch den 
Einsatz geeigneter Aktivatoren des Wnt/β-Catenin- bzw. Inhibitoren der Bmp-
Signalgebung optimiert werden können. Kürzlich wurde dies erfolgreich für  
Lgr5+-Stammzellen des Darmes etabliert, wodurch sich neue Ansätze für die 
regenerative Medizin und Therapie von Darm-Erkrankungen ergeben könnten 
[268]. 
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Relevanz dieser Arbeit 
Diese Arbeit zeigt, dass die Wnt/β-Catenin- und Bmp-Signalwege in der 
Speicheldrüse eine bedeutende Rolle spielen, d. h. während der 
Krebsentstehung, in der Organentwicklung und in der Regeneration. In Analogie 
zu den Signalaktivitäten in humanen Speicheldrüsen-Karzinomen wurde ein 
Mausmodell entwickelt, das neue Einblicke in die Mechanismen und 
Unterschiede von Tumorentstehung und Regeneration der Speicheldrüse 
vermittelt. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern Ansätze für Behandlungen von 
Speicheldrüsen-Karzinomen durch chemische Substanzen. Darüber hinaus 
wurde deutlich, dass es in Zukunft möglich sein könnte, gezielt Stammzellen der 
Speicheldrüse zu isolieren, um sie in regenerativen Therapien einzusetzen. 
 
Die wichtigsten Schlussfolgerungen dieser Arbeit sind die Folgenden (Abb. 20):  
1. Die gesteigerte Aktivität der Wnt/β-Catenin- oder der Funktionsverlust der 
Bmp-Signalgebung bewirkt eine Zunahme der Speicheldrüsen-
Stammzellen in der Maus, was eine beschleunigte Gewebe-Regeneration 
nach Verwundung ermöglicht. 
2.  Die Kombination beider Mutationen führt zur Entstehung von doppelt-
mutanten CD24+CD29+-Krebsstammzellen und schnell wachsenden, 
transplantierbaren Tumoren.  
3. Die Krebsstammzellen besitzen Eigenschaften embryonaler Stammzellen, 
wie ständige Selbsterneuerung, die Expression von Pluripotenzmarkern 
(SSEA-1, Dppa5) und einen spezifischen Chromatinstatus (verstärkt 
H3K4me3 und wenig H3K27me3), der mit aktiven Promotoren und 
geöffnetem Chromatin korreliert. Dies ist der ursächliche Mechanismus für 
das unterschiedliche Verhalten der Stammzell-Populationen.  
4. Die Krebsstammzellen der Speicheldrüse können durch Behandlung mit 
einem Wnt/β-Catenin-Inhibitor in der Proliferation stark gehemmt und zur 
Differenzierung angeregt werden, was beweist, dass Krebsstammzellen 
durch niedermolekulare Wirkstoffe gezielt beeinflusst werden können. 
 
Dvorak postulierte 1986, dass Tumoren Wunden seien, die niemals heilten [297]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde klar, dass die Persistenz der Signalweg-
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Aktivierung und die Anzahl der Stammzellen die Entwicklung eines Gewebes 
determinieren. Während eines Heilungsprozesses steigen die Aktivität der 
Stammzellen und der Signalwege transient an, wohingegen in der 
Tumorentstehung die Krebs-Stammzellen und die Signalwege permanent 
überaktiviert bleiben. Es ist wahrscheinlich die ständige Aufrechterhaltung von 
repressivem Chromatin (H3K27me3) in den normalen Stammzellen, welche 
zusätzliche aktivierende Chromatin-Modifizierungen verhindert. Dadurch 
differenzieren die neu entstehenden Zellen, und die weitere Proliferation wird 
verhindert. In den Krebsstammzellen liegt dagegen ein geöffnetes und aktives 
Chromatin vor (H3K4me3), welches die ständige Selbsterneuerung ermöglicht 
und die Differenzierung nur unter bestimmten Bedingungen erlaubt; z. B. bei 
Inhibierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges. 
 
 
Stammzellen
Aktiviertes Chromatin (H3K4me3)
Pluripotenzgene (SSEA-1, Dppa5)
Selbsterneuerung/Proliferation
Wnt/β-Catenin-Signalaktivität
Krebsstammzellen
Repressives Chromatin (H3K27me3) 
Bmp-Signalaktivität
Differenzierung 
Apoptose 
 
Abb. 20: Mechanismus des Übergangs von normalen Stammzellen zu Krebsstammzellen in 
der Speicheldrüse. Die Kombination aus erhöhter Wnt/β-Catenin- und erniedrigter Bmp-
Signalgebung führt zur Entstehung von Krebsstammzellen und schnell wachsenden Tumoren. Die 
Krebsstammzellen besitzen Eigenschaften embryonaler Stammzellen, wie ständige 
undifferenzierte Selbsterneuerung, die Expression von Pluripotenzmarkern (SSEA-1, Dppa5) und 
einen spezifischen Chromatinstatus, der mit aktiven Promotoren und geöffnetem Chromatin 
korreliert (H3K4me ↑, HeK27me3 ↓). 
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Material und Methoden 
Molekularbiologische Standardmethoden, Kits und Chemikalien 
Die im folgenden nicht näher beschriebenen Standardmethoden wurden den 
Laborhandbüchern von Sambroock et al .[298] und Ausubel et al .[299] 
entnommen (Plasmid-DNA-Präparation im analytischen Maßstab, Restriktion von 
DNA mit entsprechenden Enzymen, Dephosphorylierung linearisierter DNA, 
Phenol-Chloroform-Extraktion zur Aufreinigung linearisierter Plasmid-DNA, 
Transformation von Bakterien, Nukleinsäure-Auftrennung in Agarose-Gelen). 
Entsprechend den Herstellerangaben wurden Kits für folgende Methoden 
verwendet: Plasmid-DNA-Präparation im quantitativen Maßstab (Qiagen), Elution 
von DNA aus Agarose-Gelen, Digoxygenin-Markierung von RNA-Sonden (Roche) 
und deren Aufreinigung mittels RNeasy Kit (Qiagen), Immunhistochemie mit 
DakoCytomation EnVision+ System-HRP DAB (DAKO). Soweit nicht anders 
angegeben wurden Chemikalien von Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), 
Pharmacia (Freiburg), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) eingesetzt; 
Enzyme und Marker wurden von Boehringer Mannheim (Mannheim), Promega 
(Mannheim) und New England Biolabs (Schwalbach/Taunus) sowie 
Oligonukleotide von BioTeZ (Berlin) oder Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.  
 
Verwendete Geräte 
Folgende Geräte wurden für die Versuche verwendet: PCR-Gerät (Biometra T3, 
Thermocycler), Zentrifugen (Minifuge RF und Megafuge 3.0R, Heraeus Sepatech; 
Centrifuge 5402, Eppendorf; Zentrifuge Variofuge 3.0R, Heraeus; Zentrifuge J2-
21 mit Rotoren JA 10 und JA 12, Beckman; Zytozentrifuge Shandon Elliot 
Cytospin, Shandon), Paraffin-Ausgießstation EC 350 (Microm), Mikrotome 
(Microm HM400R, HM355S und HM560), Mikroskope (StemiSV11 Apo, Axioskop 
und Axio Imager.Z1m von Zeiss und LAS AF6000 von Leica), iQ5 Echtzeit-PCR-
Detektions-System (Biorad), Spectrophotometer (Nano-Drop ND-1000, Peqlab; 
Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences), Ultra-Turrax T25 (IKA 
Labortechnik), Gel-Dokumentationssystem INFINITY-3000 (Vilber Lourmat, 
Eberhardzell). 
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Bakterienstamm 
Zur Amplifikation von Plasmid-DNA in Bakterien wurde der konjugationsdefiziente 
K12-Sicherheitsstamm XL1-Blue von E.coli verwendet [Spezifikationen: F´, Tn10 
(tetr), proAB+, lacIq, (lacZ)M15, supE44, hsdR17, recA1, endA1, relA1, gyrA96]. 
 
Antikörper und cDNAs 
Folgende Antikörper (AK) wurden verwendet: Rabbit-anti phosphor-Smad1/5/8 
(Cell Signaling), Rabbit-anti CK5, Rabbit-anti CK6, Rabbit-anti CK10 und Rabbit-
anti CK14 (Covance), Rabbit-anti phospho-Histon H3 (Upstate), Rabbit-anti 
Cleaved Caspase-3 (Cell Signaling), Mouse-anti β-catenin (BD Transduction 
Laboratories), Rabbit-anti β-catenin[56] und Mouse-anti BMP4 (R&D Systems), 
Mouse-anti SSEA-1 (R&D Systems), Rabbit-anti H3K4me3 (Cell Signaling), 
Rabbit-anti H3K9me (Abcam), Rabbit-anti H3K27me (Millipore), Rabbit-anti H3 
(Abcam), Phycoerythrin (PE)-konjugiert CD24 (BD Pharmingen), biotinylierter 
CD29 (R&D Systems) und Allophycocyanin (APC)-konjugierter CD29 (R&D 
Systems), Anti-DIG Fab an alkalische Phosphatase gekoppelt (Roche). Folgende 
sekundäre AK wurden verwendet: POD-gekoppelter Goat-anti Rabbit (aus DAKO 
EnVision-Kit), Cy2-, Cy3-, Cy5- und Streptavidin-APC-gekoppelte sekundäre AK 
(Jackson Immuno Research, Invitrogen). Die Kernfärbung wurde mittels DAPI 
(Sigma) durchgeführt. Für In-Situ-Hybridisierungen wurden Anti-sense RNA-
Transkripte der murinen cDNAs für Keratin 14 (GenBank Accession Nummer: 
BC003325, aus Pubmed) verwendet. 
 
Verwendete Mauslinien und deren Genotypisierung 
Es wurden die folgenden Mauslinien verwendet: β-CateninloxEx3 [122], BmpRIalox 
[249], Keratin14Δneo-Cre [115], Axin2lacZ [270] und der Z/AP-Indikator-Stamm 
[251]. Für die Genotypisierung der Tiere wurde die Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) nach Saiki et al. (1988) [300] angewendet. Dafür wurden 
zunächst Ohrbiopsien adulter Mäuse in 30 μl Lysepuffer [100 mM Tris pH 8.5, 10 
mM EDTA pH 8, 0.2% SDS, 200 mM NaCl, 0,2 μg/μl Proteinase K (Sigma)] über 
Nacht (üN) bei 55°C lysiert. Für die PCR wurden die Ohr-Lysate 1:30 verdünnt, 
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die entsprechenden PCR-Konditionen und -Programme aus den jeweiligen 
Publikationen verwendet und folgende PCR- Oligonukleotide eingesetzt (Tab. 4): 
 
Tab. 4: Oligonukleotide für Genotypisierungs-PCR. 
Mausstamm Oligonukleotid-
Name 
Oligonukleotid-Sequenz 
β-CateninloxEx3 βCat482: 5’- AGAATCACGGTGACCTGGGTTAAA- 3’ 
 βCat1051n: 5’- CATTCATAAAGGACTTGGGAGGTGT- 3’ 
BmpRIalox  Alk3-fwd: 5’- GGAGACAGGTTTGGATCTTAACCTTAGG- 
3’ 
 Alk3-rev: 5‘- GCCTCACTCCTCACCGTGCTC- 3’ 
Cre Cre439: 5’- GAACGCACTGATTTCGACCA- 3’ 
 Cre639: 5’- AACCAGCGTTTTCGTTCTGC- 3’ 
Axin2lacZ Ckoln4: 5’- AAGCTGCGTCGGATACTTGAGA- 3’ 
 NLS-BJ1: 5’- TGGTAATGCTGCAGTGGCTTG- 3’ 
 Ex2-AS3: 5'- AGTCCATCTTCATTCCGCCTAGC- 3’ 
Z/AP LacZ-144: 5’- TCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAAT- 3’ 
 LacZ-608n: 5’- ATATCCTGATCTTCCAGATAACTGCCG- 3’ 
 
 
RNA-Isolierung 
Die Speicheldrüsen wurden den Mäusen zum jeweiligen Versuchszeitpunkt 
entnommen, in ein 2,0 ml Reaktionsgefäß überführt, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei -80°C gelagert. Zur Homogenisierung 
wurden 1,0 ml Trizol-Reagenz (Invitrogen) zugegeben, das Gewebe mit einem 
Ultra-Turrax aufgeschlossen und die RNA mit Trizol-Reagenz isoliert. Kultivierte 
Zellen wurden bis zur Konfluenz wachsen gelassen, zweimal mit PBS gewaschen 
und mit Trizol-Reagenz aufgeschlossen und die RNA isoliert.  
 
Die Gesamt-RNA-Isolierung erfolgte mit Trizol-Reagenz (Invitrogen). Dafür 
wurden die Proben nach 10minütiger Inkubation mit Trizol-Reagenz bei 
Raumtemperatur (RT) mit 200 μl Chloroform versetzt, 15 sec gevortext, und für 
weitere 2-3 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde durch Zentrifugation 
(12.000 g, 10 min, 4°C) die wässrige von der organischen Phase getrennt. Der 
Überstand wurde abgenommen, mit 600 μl Isopropanol versetzt und für 10 min 
bei RT inkubiert. Die RNA wurde durch Zentrifugation (12000 g, 10 min, 4°C) 
gefällt und mit 70% Ethanol/DEPC-H2O gewaschen. Das getrocknete Pellet 
wurde in 30-50 μl DEPC-H2O aufgenommen und anschließend wurde die RNA-
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Konzentration bestimmt. Zur Beseitigung von Kontaminationen mit genomischer 
DNA wurde dann ein DNase-Verdau durchgeführt. Dafür wurden 15 µg RNA 2,5 
h nach Angaben des Herstellers mit DNase I (Invitrogen) inkubiert. Nach dem 
DNase-Verdau wurde die RNA-Lösung mit Phenol-Chloroform (20:1) behandelt, 
15 sec gevortext und anschließend durch Zentrifugation (12000g, 10 min, 4°C) 
die wässrige von der organischen Phase getrennt. Danach wurde die RNA mit 
2,5 M Ammoniumacetat-Lösung und 100% Ethanol behandelt, zentrifugiert und 
gefällt (12000 g, 10 min, 4°C). Das RNA-Pellet wurde mit 75% Ethanol 
gewaschen, in DEPC-H2O aufgenommen. Anschließend wurde die RNA-
Konzentration bestimmt. 
 
cDNA-Synthese und quantitative PCR 
Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Dafür wurden 5 μg RNA mit Reverser 
Transkriptase (MMLV Reverse Transcriptase, Promega) in cDNA nach Angaben 
des Herstellers umgeschrieben. Für die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) wurde 
ein 20 μl Reaktionsansatz aus 0,5 μl cDNA, 0,5 μl 10 μM Primermix, 10 μl 2x 
SYBR-Green (Abgene) und 9,0 µl DEPC-H2O pipettiert. Die Primer wurden so 
gewählt, dass sie eine optimale Annealingtemperatur bei 60°C besaßen und die 
150-250 bp langen DNA-Stücke mit folgendem PCR-Programm amplifiziert 
werden konnten; 95°C 15 min; 94°C 20 sec, 60°C 45 sec, 72°C 45 sec; 40 
Zyklen). Die qPCR wurden jeweils mit drei unabhängig präparierten cDNAs 
durchgeführt, die Ergebnisse gemittelt und die Variabilität als 
Standardabweichung angegeben.  
 
Microarray-Analyse 
Mit der DNA-Microarray-Technologie wurde die Genexpression von mehr als 
39.000 Transkripten mit einem einzelnen Array untersucht. Es wurden 
GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Microarrays von Affymetrix (Santa Clara, 
USA) verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurden in einem ersten Versuch die 
Genexpressionen zwischen den Speicheldrüsen der vier verschiedenen 
Genotypen (Wildtyp, ΔN-β-Cat oder ΔBmpRIa und ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa)  am Tag 
P1 verglichen. In einem weiteren Versuch wurden die Genexpressionen in den 
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vorher durch FACS sortierten CD24+CD29+ Zellen aus einfach-mutanten (ΔN-β-
Cat oder ΔBmpRIa) und doppelt-mutanten (ΔN-β-Cat;ΔBmpRIa) Mäusen am Tag 
P90 ermittelt. Mithilfe des Trizol-Reagenz wurde die RNA isoliert, wie unter 
Abschnitt RNA-Isolierung beschrieben. Die RNA-Qualität wurde durch 
Kapillarelektrophorese mit einem Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., 
Böblingen) getestet.  
 
Die Gesamt-RNA wurde exakt nach den Vorgaben des GeneChip® 3' IVT 
Express Kit (Affymetrix, Santa Clara, USA) in zwei Schritten in eine 
doppelsträngige cDNA umgeschrieben und daraus eine Biotin-markierte 
antisense-cRNA synthetisiert. Danach wurde die cRNA aufgereinigt und durch 
eine metallische Hydrolyse auf eine durchschnittliche Länge von 35 bis 200 
Nukleotide fragmentiert. Die fragmentierte cRNA wurde für die weiteren Schritte 
an die Microarray-Technologie-Plattform des Max-Delbrück-Centrums für 
Molekulare Medizin, Berlin Buch übergeben. Dort wurde die fragmentierte cRNA 
auf den Gen-Chip hybridisiert und mit einem Streptavidin-phycoerythrin 
biotinylierten anti-Streptavidin-Antikörper behandelt. Nach dem Waschen wurden 
die Chips mit einem Laser gescannt und die Intensitäten der Interaktionen 
zwischen den Oligos auf dem Chip und der markierten cRNA mit der Affymetrix 
GeneChip® Software berechnet (Rohdaten in CEL-Dateien). 
 
Die Normalisierung und Auswertung der Rohdaten wurde mit der Genespring-
Software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Zur Korrektur 
des Hintergrunds und zur Normalisierung wurde die GCRMA-Methode (robuste 
Multiarray-Analyse: RMA) verwendet. Die GCRMA-Methode ist eine Version der 
RMA, die den GC-Gehalt der Proben berücksichtigt. Die weitere Normalisierung 
wurde entsprechend den Anleitungen und Vorgaben der Genespring-Software 
durchgeführt. In der Analyse wurden alle Gene mit mindestens 1,5-facher 
Expressionsveränderung herausgefiltert. Die Unterschiede in den 
Genexpressionen wurden mit t-Test auf Signifikanz überprüft und bestätigt, wobei 
die Expression ausgewählter Gene mit qPCR verifiziert wurde. Die in Tabelle 5 
aufgeführten Oligonukleotide wurden dafür verwendet: 
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Tab. 5: Oligonukleotide für quantitative Echtzeit-PCR. 
Gen Orientierung Oligonukleotid-Sequenz 
mβ-actin sense 5’-TCGTGCGTGACATCAAAGAGAAGC-3’ 
mβ-actin antisense 5’-ATGGATGCCACAGGATTCCATACC-3’ 
mAbcb1b sense 5’-TTATGCTGCTTGTTTCCGGTTCGG-3’ 
mAbcb1b antisense 5’-TTTGGCTTTCGCATAGTCAGGAGC-3’ 
mAxin2 sense 5’-AACTGAAACTGGAGCTGGAAAGCC-3’ 
mAxin2 antisense 5’-TTTGTGGGTCCTCTTCATAGCTGC-3’ 
mBmp4 sense 5’-AGAAGAATAAGAACTGCCGTCGCC-3’ 
mBmp4 antisense 5’-ATGGCATGGTTGGTTGAGTTGAGG-3’ 
mCdgap sense 5’-ATTGCCGGATTGGAAGAGAAAGCC-3’ 
mCdgap antisense 5’-ACGGTTGCTAAGTTCCAGTTGTGG-3’ 
mCK6 sense 5’-AGAGAGGGGTCGCATGAACT-3’ 
mCK6 antisense 5’-TCATCTGTTAGACTGTCTGCCTT-3’ 
mc-myc sense 5’-TCCTGAAGCAGATCAGCAACAACC-3’ 
mc-myc antisense 5’-TGCTTGAATGGACAGGATGTAGGC-3’ 
mDkk1 sense 5’-TGTTGTGCAAGACACTTCTGGTCC-3’ 
mDkk1 antisense 5’-TGTGGAGCCTAGAAGAATTGCTGG-3’ 
mDnaja1 sense 5’-TACAGCTGGTTGAAGCATTGTGCG-3’ 
mDnaja1 antisense 5’-TCATATGGCCGACGGTATATTGGC-3’ 
mDnajc6 sense 5’-TCATTTGCCAGCAAACCTACCACC-3’ 
mDnajc6 antisense 5’-AAGCTCACGTTGTAATTGGGTCGG-3’ 
mDppa5 sense 5’-GAAATATCTGTTTGGCCCACAGGG-3’ 
mDppa5 antisense 5’-GCCATGGACTGAAGCATCCATTTAGC-3’ 
mFas  sense 5’-AGTGCAAACCAGACTTCTACTGCG-3’ 
mFas antisense 5’-AAGGATGGTCAACAACCATAGGCG-3’ 
mFgf5 sense 5’-TCCTTGCTCTTCCTCATCTTCTGC-3’ 
mFgf5 antisense 5’-ACTGGAAACTGCTATGTTCCGAGC-3’ 
mGeminin sense 5’-ATCTCAGACTTCAAGCTGTGGTCC-3’ 
mGeminin antisense 5’-TTTATTCTCCTTTCTCAGGCGGGC-3’ 
mKlf3 sense 5’-GAA GCC CAA CAA ATA TGG GGT-3’ 
mKlf3 antisense 5’-GGA CGG GAA CTT CAG AGA GG-3’ 
mKlf5 sense 5’-ACGTCAATGAAACAGTTCCAGGGC-3’ 
mKlf5 antisense 5’-TTGGGTTGTGAATCGCCAGTTTGG-3’ 
mKlk1b3 sense 5’-ACCGATTTGTCAGCAAAGCCATCC-3’ 
mKlk1b3 antisense 5’-AATTTGGTGGGTGTAATGCTGCCC-3’ 
mLef-1 sense 5’-TGATGCCCAATATGAACAGCGACC-3’ 
mLef-1 antisense 5’-TTGCTTGGAGTTGACATCTGACGG-3’ 
mLoricrin sense 5’-TTGTGGAAAGACCTCTGGTGGAGG-3’ 
mLoricrin antisense 5’-AACCACCTCCATAGGAACCACCG-3`; 
mLrrc34 sense 5’-TCAAGGGAATAAACCTGAACCGGC-3’ 
mLrrc34 antisense 5’-ATTGCAGCTGACATCAAGGTAGCG-3’ 
mMsx2 sense 5'-AAATCTGGTTCCAGAACCGAAGGG-3' 
mMsx2 antisense 5'-CATGGTAGATGCCATATCCAACCG-3' 
mNr5a2 sense 5’-ACACAGAAGTCGCGTTCAACAACC-3’ 
mNr5a2 antisense 5’-TAGTTGCAAACCGTGTAGTCCAGC-3’ 
mPdpn sense 5’-CACAGAGAACACGAGAGTACAACC-3’ 
mPdpn antisense 5’-ACGCCAACTATGATTCCAACCAGG-3’ 
mTbx6 sense 5’-GGCAGCTCCATCTGTACCAT-3’ 
mTbx6 antisense 5’-ACCGAGGCTCAGTACATTGG-3’ 
mTrim2 sense 5’-TGGACAGTTCAAAAGTCGTTTCG-3’ 
mTrim2 antisense 5’-AATGCTAACCCACTTGTTGTCAT-3’ 
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Immunhistologische Methoden 
Vorbereitung von Paraffin-Schnitten 
Die Tiere wurden getötet, die Organe entnommen und in Formalin (3,5% 
Formaldehyd in PBS) über üN bei 4°C fixiert. Die Proben wurden am nächsten 
Tag mit 70% Ethanol gewaschen und die weiteren Inkubationen mit Hilfe des 
Dehydrierungs-Automaten „Excelsior“ (Thermolife Sciences) durchgeführt. In 
einer Ethanol-Reihe wurden die Proben dehydriert: 70%, 80%, 95%, und 100% 
Ethanol. Nach der Dehydrierung wurden die Proben 2x1 h in 100% Xylol inkubiert 
und anschließend 60 min und danach 45 min in 60°C Paraffin (Roti-Plast, Roth, 
Karlsruhe) inkubiert. Die Proben wurden anschließend mit Hilfe einer Paraffin-
Ausgießstation bei RT in Plastik-Kassetten mit 60°C warmen Paraffin eingebettet 
und die festen Paraffin-Blöcke wurden zum Schneiden verwendet. Mit einem 
Mikrotom (Microm HM400R) wurden 5-8 μm dünne Paraffinschnitte angefertigt 
und in ein 55°C warmes Wasserbad überführt, von welchem die Schnitte auf 
Glasobjektträger aufgezogen wurden (Menzel, Braunschweig). Die 
Paraffinschnitte wurden danach entweder mit Hämatoxylin-Eosin (H&E) gefärbt 
oder für Immunodetektionen (Immunohistochemie und Immunfluoreszenz) sowie 
In-situ-Hybridisierungen verwendet. 
 
Herstellung von Gefrierschnitten 
Die Organe wurden entnommen, in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und in 
flüssigen Stickstoff schockgefroren sowie anschließend bei -80°C gelagert. Die 
Proben wurden in „TissueTek“ (OCT-Compound; Sakura, Zoeterwoude, 
Niederlande) eingebettet und 8-12 µm dünne Schnitte mit Hilfe eines Kryostaten 
(Microm HM560, Walldorf) hergestellt und auf Glasobjektträger (Menzel, 
Braunschweig) aufgezogen. Die Objektträger mit den Schnitten wurden bis zur 
Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
Hämatoxylin-Eosin (H&E)-Färbung auf Paraffinschnitten 
Die getrockneten Paraffinschnitte wurden für 90 min in einem Inkubator bei 60°C 
erwärmt und die Objekte danach 3x5 min in Xylol vom Paraffin befreit. Nach 
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Rehydrierung in einer absteigenden Ethanolreihe (je 3 min: 2x 100% Ethanol, 
96% Ethanol, 80% Ethanol, 70% Ethanol) wurden die Schnitte 1 min in 
Hämatoxylin (Zubereitung nach Romeis & Boeck [301]) gefärbt, sofort in 
rinnendes handwarmes Leitungswasser überführt (10 min) und danach 5 min in 
0,1%-ethanolischem Eosin [1 g/l Eosin Y (Merck) in 70% Ethanol mit 0,1 M 
Essigsäure] gefärbt. Durch die Dehydrierung in einer ansteigenden Ethanolreihe 
und 2x5 min in Xylol wurden die Proben auf den anschließenden Einschluss mit 
Entellan (Merck, Darmstadt) vorbereitet.  
 
Immunofärbungen 
Die Gewebeschnitte wurden mit Xylol entwachst und mit einer absteigenden 
Ethanolreihe (100%, 90%, 80%, 70% Ethanol) rehydriert. Danach erfolgte eine 
Antigen-Demaskierung durch Kochen in Natriumcitrat-Puffer (C6H7O7Na, 10 μM, 
pH 6,0). Unspezifische Antikörper (AK)-Bindungen wurden durch 60minütige 
Inkubation bei RT mit 5% inaktivierten Pferdeserum (PS) und 0,1% Tween/PBS 
(5% PS/PBST) blockiert. Danach wurden die Gewebeschnitte mit dem in 
5% PS/PBST verdünnten Primär-AK entweder bei 4°C üN oder 60-120 min bei 
RT inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden zur Entfernung von ungebundenen 
Primär-AK 3x10 min mit PBST gewaschen. Danach wurden die Schnitte mit Cy2 
oder Cy3-konjugierten Sekundär-AK (verdünnt in 5% PS/PBST) sowie mit den 
DNA-spezifischen Farbstoffen DAPI oder Yopro (Molecular Probes) für 60 min bei 
RT inkubiert. Die Schnitte wurden anschließend 3x20 min mit PBST gewaschen 
und schließlich mit “Immu-Mount” (Shandon, Frankfurt) eingeschlossen. 
 
In-situ-Hybridisierung 
In-situ-Hybridisierungen auf Paraffinschnitten wurden mit Digoxygenin (DIG)-
markierten Sonden (Roche) entsprechend den Vorgaben des Herstellers 
durchgeführt. Es wurden anti-sense Transkripte von muriner cDNA für Keratin 14 
(GenBank Accession Nummer: BC003325, aus Pubmed) verwendet. Für In-situ-
Hybridisierungen auf Gewebeschnitten (SuperFrost Plus, Menzel-Glaeser) 
wurden diese mit Xylol entwachst und in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 
95%, 85%, 70%, 50%, 25% Ethanol) und PBS rehydriert. Die weitere Prozedur 
wurde bei RT durchgeführt. Die Proben wurden mit 4% Formaldehyd für 15 min 
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erneut fixiert, mit 6% H2O2/PBS für 15 min geblichen und 3x5 min mit PBS 
gewaschen. Die Gewebeschnitte wurden danach mit 10 µg/ml Proteinase K/PBS 
für 10 min behandelt und mit 0,2% Glycin/PBS für 2 min gewaschen. Die Proben 
wurden erneut mit 4% Formaldehyd für 10 min fixiert und 2x5 min mit PBS 
gewaschen. Dann erfolgte eine Inkubation in 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) für 2 min, 
in 100 mM Tris-Acetat (100 mM Tris-HCl mit 0,25% Essigsäureanhydrid; pH 7,5) 
für 10 min, in 2x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Na3-Citrat) 2x5 min und eine 
Dehydrierung für je 2 min mit 30%, 50%, 75%, 85%, 95% und 100% Ethanol. Die 
luftgetrockneten Proben wurden üN bei 63°C in einer feuchten Kammer (5x SSC) 
mit Hybridisierungslösung [50% Formamid, 5% Boehringer Blocking Reagent 
(Roche), 5x SSC; pH 5,0, 10% Dextransulfat (Sigma), 5 mM EDTA (Merck), 0,1% 
Tween, 100 μg/ml Heparin, 100 μg/ml tRNA, 100 μg/ml ssDNA, 1 μg/ml DIG–
markierte RNA Sonde] inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Proben wie folgt 
gewaschen: 2x15 min mit Lösung I (50% Formamid, 5x SSC, pH 4,5; 0,1% 
Tween) bei 60°C, 3x30 min mit Lösung II (50% Formamid, 2x SSC, pH 4,5; 0,1% 
Tween) bei 60°C und 3x5 min mit TBST (150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl; pH 
7,5, 2 mM KCl, 0,1% Triton-X100) bei RT. Die Proben wurden in 10% 
Schafserum (GIBCO) und 1% Boehringer Blocking Reagent (Roche) in TBST bei 
RT für 120 min bei 4°C blockiert. Danach wurden die Gewebeschnitte mit anti-Dig 
Fab (Roche)-alkalischer Phosphatase-gekoppelten (1:1.000) AK bei 4°C üN 
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Proben bei RT 6x15 min mit TBST und 
2x10 min mit NTMT (100 mM Tris-HCl, pH 9,5; 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, 
0,1% Tween) gewaschen, woran sich eine 10minütige Inkubation in 1 mM 
Levamisol in NTMT anschloss. Der Nachweis der alkalischen Phosphatase 
erfolgte mit BM Purple AP-Substrat (Roche) bei RT oder üN bei 37°C in einer 
feuchten Kammer (H2O). Die Schnitte wurden schließlich dehydriert und mit 
Entellan-Einbettmedium (Merck) eingeschlossen. 
 
Beta-Galactosidase-Färbung 
Die 8-12 µm dünnen Gefrierschnitte wurden für 30 min bei 4°C gelagert, mit 0,2 
% Glutaraldehyd/PBS bei RT für 10 min fixiert und danach 3x15 min mit LacZ-
Waschpuffer [2 mM MgCl2, 0,01% Natriumdeoxycholat, 0,02 % Nonidet-P40 (NP-
40), in PBS, pH 7,3] inkubiert. Die Färbung erfolgte in 0,5 mg/ml X-gal, 5 mM 
Kaliumhexacyanoferrat und 5 mM Kaliumferricyanid in LacZ-Waschpuffer bei 
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mäßigem Schütteln und lichtgeschützt bei RT oder 37°C. Nach Beendigung der 
Färbung wurden die Objektträger mit PBS gewaschen, mit einer ansteigenden 
Ethanolreihe dehydriert und mit Entellan-Einbettmedium (Merck) eingeschlossen. 
 
Elektronenmikroskopie 
Die Zellen wurden in Formalin (3,5% Formaldehyd in PBS) fixiert, mit 1% OsO4 
für 45 min inkubiert und mit Gallusgerbsäure sowie Uranylacetat/Methanol-
Lösung kontrastiert. Danach wurden die Proben in einer aufsteigenden 
Ethanolreihe dehydriert und in PolyBed (Polysciences Europe GmbH) 
eingebettet. Nach Polymerisation der Blöcke wurden Ultradünnschnitte (60-80 
nm) angefertigt und mit Bleicitrat (50 ml H2O: 1,33 g PbNO3, 1,76 g Na-Citrat x 
2H2O, 30 ml heißes H2O, 8 ml 1 M NaOH) kontrastiert. Danach erfolgten 
Aufnahmen und Auswertung mit einem Elektronenmikroskop (LEO 906E TEM, 
Zeiss SMT, Morada Kamera SIS). Die Elektronenmikroskopie-Versuche wurden 
in Kooperation mit Dr. Volker Brinkmann vom Max-Planck-Institut für 
Infektionsbiologie in Berlin durchgeführt.  
 
 
 
Biochemische Methoden 
Histon-Extraktion aus Säugerzellen 
80-90% konfluente Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und danach in 
Triton-Extraktions-Puffer (TEB; PBS mit 0,5% Triton-X100, 2 mM Phenyl-methyl-
sulfonyl-fluorid, 0,02% NaN3) resuspendiert (107 Zellen/ml). Die Zellen wurden 
10 min auf Eis lysiert und danach bei 2000 rpm für 10 min bei 4°C zentrifugiert. 
Das Zellpellet wurde mit TEB-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Zellpellet mit 0,2 M HCL resuspendiert und die Histone 
wurden für ca. 16 h bei 4°C extrahiert. Danach wurden die Proben zentrifugiert 
und vom Überstand, der die Histone enthält, wurde die Proteinkonzentration 
bestimmt. Die Proben wurden sofort weiter prozessiert oder bei -20°C gelagert.  
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Zur Histonextraktion aus murinen Speicheldrüsengewebe wurden die 
Speicheldrüsen zunächst mit TEB-Puffer versetzt und anschließend auf Eis mit 
einem Ultra-Turrax homogenisiert. Die Proben wurden anschließend weiter 
prozessiert wie oben beschrieben. 
 
SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse  
Zunächst wurde die Proteinmenge mit der DC-Methode (detergent compatible) 
von BIORAD bestimmt. Gleiche Proteinmengen wurden mithilfe der SDS-PAGE 
(10% Trenngel: 10% Acrylamid; 0,32% N,N´-Methylenbisacrylamid; 375 mM Tris-
HCl pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED; Sammelgel: 4% Acrylamid; 
0,1% N,N´-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1% 
APS; 0,1% TEMED) in Elektrophoresepuffer (25 mM Tris; 20 mM Glycin; 2% 
SDS) aufgetrennt. Die mit 2x Probenpuffer (125 mM Tris-HCl, pH 6,8; 4% SDS; 
20% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau; 2% β-Mercaptoethanol) versetzten 
Proben wurden zusammen mit dem Proteinmarker (Prestained Protein Marker, 
NEB) vor dem Auftragen zum Denaturieren für 5 min auf 95°C erhitzt. Die 
Elektrophorese erfolgte in der Regel bei 130 V für mehrere Stunden oder üN bei 
10 mA. Die Proteine wurden anschließend mit einem Nass-Transfer üN (4°C; 30 
V) auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid, Immobilon-P, 45μm, Millipore) 
übertragen. Dazu wurde die Membran kurz in Methanol inkubiert und zusammen 
mit dem in Transferpuffer (200 mM Glycin; 25 mM Tris; 20% Methanol) 
getränkten Proteingel und je drei Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei 
aufeinander gelegt und in die Transferzelle eingespannt. Nach erfolgtem Transfer 
wurde die Membran zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mindestens 
30 min in Milchpuffer (4% Magermilch-Pulver, 0,5% Tween20 in TBS) geschüttelt 
und anschließend für 1-2 h mit dem Primär-AK in Milchpuffer inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran 3x5 min in TBS-T (25 mM Tris pH 7,4; 137 mM 
NaCl; 5 mM KCl; 0,7 mM CaCl2; 0,5 mM MgCl2; 0,5% Tween20) gewaschen und 
danach 45 min mit dem Sekundär-AK in Milchpuffer inkubiert. Nach erneutem 
dreimaligem Waschen in TBS-T wurde die Membran einmal in TBS gewaschen. 
Dann wurde die Membran 1 min mit einer Mischung der beiden ECL-Lösungen 
(je 2 ml/dm2 Membranfläche, Millipore WBKLS05000) überschichtet. Durch diese 
Überschichtung können die vom Primär-AK erkannten Proteine mittels des 
Dokumentationssystems INFINITY-3000 (Vilber Lourmat, Eberhardzell) 
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visualisiert und durch die INFINITY-Capt Steuerungssoftware (Vilber Lourmat, 
Eberhardzell) analysiert werden. 
 
 
 
Zellbiologische Methoden 
Kultivierung von Zellen 
Die Primärzellen aus Speicheldrüsengewebe wurden bei 37°C, 5% CO2-Gehalt 
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Die Zellen wurden in 
DMEM/F12-Medium kultiviert, das folgende Zusätze enthielt: 20% KSR (Knockout 
Serum Replacement), nichtessentielle minimale Aminosäuren, 
Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin und β-Mercaptoethanol (alles Invitrogen).  
 
Bestimmung der Zellproliferation 
Die Zellproliferationsrate wurde mit dem „WST-1 cell proliferation assay“ (Roche) 
exakt nach den Herstellerangaben durchgeführt. Dafür wurden 104 bis 105 
Zellen/Well in 96-Well-Platten kultiviert und zu den entsprechenden Zeitpunkten 
mit WST-1-Lösung für 3 h bei 37°C im Zellkulturinkubator behandelt. 
Anschließend wurden die Zellen für 5 min leicht geschwenkt und danach die 
Absorption der Zellen/Well bei 450 nm mit einem Mikroplatten-Photometer 
bestimmt. Die Absorption korreliert positiv mit der Anzahl der lebenden 
Zellen/Well. 
 
Nicht-adhärente Kultivierung von Salisphären 
Die Zellen wurden in einer dreidimensionalen Matrix aus Matrigel (Invitrogen) 
kultiviert. Dafür wurde in 24-Well-Platten zunächst eine Bodenschicht aus 
0,6% Agarose/Medium vorgelegt. Nach Polymerisation der Agarose bei 4°C 
wurde die Matrigellösung mit den Zellen auf die Bodenschicht aufgetragen und 
die Zellen bei 37°C im Zellkulturinkubator kultiviert. Nach 4 h wurden die Zellen 
mit Medium und HGF (100 U/ml) inkubiert. Rekombinantes HGF wurde von 
Brinkmann et al. hergestellt [269]. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit ICG-
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001 [267], Valproinsäure (Enzo Life Sciences) oder 5-Azazytidin (Sigma-Aldrich) 
behandelt. 
 
 
 
Präparation von Zellen für FACS-Analyse und Zytozentrifugation 
Die Speicheldrüsen und Tumoren der Mäuse wurden und in einer 6 cm-
Zellkulturschale mit Gewebeaufschluss-Puffer inkubiert [DMEM/F12-Medium 
(Invitrogen), 1,67 mg/ml Collagenase (Invitrogen), 1,33 mg/ml Hyaluronidase 
(Sigma)] und mit Skalpell zerkleinert. Dann wurde der Gewebeverdau in 
Gewebeaufschluss-Puffer für 90 min bei 37°C bei mäßigem Schütteln 
durchgeführt. Das unvollständig aufgeschlossene Gewebe wurde bei RT und 
1.000 g für 5 min zentrifugiert und das Gewebepellet für 60 min bei 37°C mit 
Dispersionspuffer [DMEM/F12-Medium mit 1,67 mg/ml Dispase (Invitrogen)] 
behandelt. Die Zellsuspension wurde gefiltert [70 µM Falcon-Filteraufsatz (BD 
Biosciences)] und zentrifugiert. Dann wurde die Zellsuspension zweimal mit 
DMEM/F12-Medium und zweimal mit 10% FBS/PBS gewaschen (FBS von 
Invitrogen). Nach Lyse der roten Blutzellen mit eiskaltem 0,8% NH4Cl/PBS 
wurden die Zellen mit Färbepuffer (1% FBS/PBS) gewaschen und 20 min mit 
anti-mouse CD16/CD32 (anti-mouse Fc-Rezeptor)-Antikörper behandelt (BD 
Pharmingen)]. Die Zellen wurden danach 3x1 min mit Färbepuffer gewaschen 
und 60 min bei 4°C in Dunkelheit mit folgenden primären Oberflächen-AK 
inkubiert: Phycoerythrin (PE)-konjugiert Ratte-anti CD24 (BD Pharmingen), 
biotinyliert Ziege-anti CD29 (R&D Systems), Allophycocyanin (APC)-konjugiert 
CD29 (R&D Systems), Maus-anti SSEA-1 (R&D Systems). Die Zellen wurden 
anschließend 3x1 min mit Färbepuffer gewaschen und 45 min bei Dunkelheit und 
4°C mit folgenden Sekundär-AK behandelt: Streptavidin-APC (Invitrogen) oder 
Cy5 (BD Pharmingen). Die Zellen wurden danach 3x1 min mit kaltem PBS 
gewaschen und gefiltert [40 µM Falcon-Filteraufsatz (BD Biosciences)]. Die 
FACS-Analyse erfolgte in der FACS-Service-Einheit des Max-Delbrück-Centrums 
mit den Geräten FACS-ARIA und FACS Caliber (beide BD Biosciences). Die 
Daten wurden mit dem Programm CELLQuest (BD Biosciences) ausgewertet. 
Apoptotische Zellen wurden als Dapi-positive Zellen detektiert und in der Analyse 
ausgeschlossen. Die FACS-Analyse wurde so durchgeführt, dass 99,9% aller 
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Zellen ausgeschlossen wurden, die sich mit Fluorochromen-gekoppelten Isoform-
Kontroll-AK anfärben ließen.  
 
Zur Herstellung von Zytozentrifugen-Präparaten wurden 50.000 Zellen in 200 μl 
Zellsuspension durch 10minütige Zentrifugation bei 800 rpm und RT in einer 
Zytozentrifuge (Shandon Elliot Cytospin, Shandon, Frankfurt/M) auf einen 
Objektträger aufgebracht. Anschließend wurden die Zellen 30 min mit Formalin 
(3,5% Formaldehyd in PBS) fixiert und bis zur Färbung bei 4°C in PBS für 
maximal 24 h aufbewahrt. 
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Versuchstiere 
Regenerations-Experiment 
Männliche, 35 Tage alte Mäuse (3 Mäuse/Gruppe) wurden durch intraperitoneale 
Injektion von Ketamin (Bela-Pharma, Vechta)/Xylazin (Bayer,Leverkusen) in 
Verdünnung mit physiologischer Kochsalzlösung (0,9%, B. Braun, Meldsungen) 
narkotisiert. Die Tiere wurden auf dem Rücken liegend auf einer Wärmeplatte bei 
37°C positioniert und mit Augensalbe (Polyspectran, Alcon Pharma, Freiburg) 
versorgt, um das Austrocknen der Augen zu verhindern. Nach vollständigem 
Eintritt der Narkose erfolgte eine ca. 1 cm lange Inzision entlang der Mittellinie am 
Hals in Höhe des Kehlkopfes, wobei die Speicheldrüsen exponiert wurden. Die 
Hauptspeicheldrüsengänge wurden durch Surgicryl®-Nahtmaterial USP4/0 (SMI, 
St.Vith, Belgien) mit einer Ligatur versehen und die Wunde mit Surgicryl®-
Nahtmaterial USP4/0 vernäht. Nach einer Beobachtungszeit von 5 Tagen wurden 
die Mäuse getötet (P40), die Speicheldrüsen entnommen und analysiert. Die 
Versuche wurden methodisch in Anlehnung an Hisatomi et al., 2004 durchgeführt 
[257]. 
 
 
Transplantation von Tumorzellen in NOD/SCID-Mäuse 
Sowohl unsortierte als auch mit FACS isolierte CD24+CD29+-Zellen aus 
Speicheldrüsen doppelt-mutanter Mäuse (K14-Cre;ΔN-β-Cat:ΔBmpRIa) wurden in 
PBS resuspendiert und in abnehmenden Zellzahlen in einem Volumen von 100 µl 
subkutan in die Rückenhaut von NOD/SCID-Mäusen (Charles River, Sulzbach) 
injiziert (3 Mäuse/Gruppe). Die Tumorgröße wurde durch Messen der Breite und 
Länge des Tumors zweimal in der Woche bestimmt. Nach 3 Wochen wurden die 
Tiere getötet und analysiert. Die Transplantations-Versuche wurden in 
Kooperation mit Dr. Klaus Eckert vom Max-Delbrück-Centrum Berlin und der Epo 
GmbH Berlin durchgeführt.  
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Humane Tumorproben 
In Zusammenarbeit mit Prof. Christoph Loddenkemper, einem erfahrenen 
Pathologen der Charité Universitätsmedizin Berlin, wurden primäre 
Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüse von 13 Patienten aus der 
Tumorprobenbank der Charité - Universitätsmedizin Berlin Campus Benjamin 
Franklin untersucht (Tab. 6). 
 
Tab. 6: Charakteristika humaner Plattenepithel-Karzinome der Speicheldrüse.* 
Patient # Alter (y) Geschlecht Tumor-Lokalisation Tumor-Grad 
1 32 M Glandula parotidea 3 
2 55 M Glandula parotidea 2 
3 64 F Glandula parotidea 3 
4 71 F Glandula parotidea 2 
5 74 F Glandula parotidea 3 
6 76 M Glandula parotidea 3 
7 76 F Glandula parotidea 3 
8 76 F Glandula parotidea 3 
9 76 M Glandula parotidea 3 
10 79 F Glandula sublingualis 3 
11 80 M Glandula parotidea 3 
12 83 F Glandula parotidea 2 
13 94 F Glandula parotidea 2 
     
 ∅ 72,0    
 ∅ W   77,1    
 ∅ M   63,8    
*Tumoren mit möglichem metastatischen Ursprung oder Dysplasien der oralen Mukosa wurden 
von der Analyse ausgeschlossen. Tumorklassifikation und Tumordifferenzierung (Tumor-Grad) 
wurden entsprechend den geltenden klinischen und pathologischen Richtlinien bestimmt. y, Jahr; 
∅, Mittelwert; M, männlich; W, weiblich. 
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Abkürzungsverzeichnis 
% Prozent (Vol/Vol) 
°C Grad Celsius 
AK Antikörper 
AP  Alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumpersulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
Aza 5-Azazytidin  
bp  Basenpaare 
BSA bovine serum albumine / Rinderserumalbumin 
cDNA  komplementäre DNA 
CK Cytokeratin 
DAPI 4',6'-Diamidino-2-Phenylindol-Hydrochlorid 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DIG Digoxygenin 
DMEM/F12 Dulbecco`s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 / 
Zellkulturmedium mit Nährstoffmixtur F12 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase  Deoxyribonuklease 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT  Dithiothreitol 
E Embryonaler Tag 
ECL Enhanced Chemiluminiscence / verbesserte Chemolumineszenz 
ECM  Extrazelluläre Matrix 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
et al.  et altera 
FACS fluorescence activated cell sorting / Fluoreszenz-markierte Zellsortierung 
FBS fetal bovine serum / fötales Rinderserum 
h  Stunde(n) 
H&E Hämatoxylin-Eosin-Lösung 
HDAC Histone deacetylase / Histon-Deazetylase 
HGF hepatocyte growth factor / Hepatozyten-Wachstumsfaktor 
ICG-001 Niedermolekularer Inhibitor der β-Catenin-CBP-Interaktion  
iPS Induced pluripotent stem cells / Induktion pluripotenter Stammzellen 
M mol/l 
MDC Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin, Berlin Buch 
min Minute(n) 
ml  Milliliter 
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mM  Millimolar 
MMLV Moloney Murine Leukemia Virus/Moloney Maus-Leukamie-Virus 
ng  Nanogramm 
NOD-SCID Non-Obese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency mouse model/ 
nicht-adipös-diabetisch/ schwerer kombinierter Immundefekt-Mausmodell 
P Postnataler Tag 
PBS  phosphate buffered saline / phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PBS-T phosphate buffered saline with Tween20 / phosphat-gepufferte 
Kochsalzlösung mit Tween20 
PCR polymerase chain reaction / Polymerase-Kettenreaktion 
pH  potentium hydrogenii 
pHH3 Phospho-Histon H3 
PS Pferdeserum 
Pubmed englischsprachige textbasierte Meta-Datenbank der nationalen 
medizinischen Bibliotek der USA 
qPCR  Quantitative Echtzeit-PCR 
RNA  Ribonukleinsäure 
rpm revolutions per minute 
RT Raumtemperatur 
SDS Sodium dodecyl sulphate / Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gelelectrophoresis /   
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SSC standard saline citrate / Natrimchlorid-Natrimcitrat-Puffer 
ssDNA single strand DNA/einzelsträngige DNA 
TBS tris buffered saline / Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
TBS-T tris buffered saline with Tween20 / Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit 
Tween20 
TEB Triton-Extraktions-Puffer 
TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethan-1,2-diamin 
TNB Tris-Natrium-Puffer 
tRNA Trasnfer-RNA 
üN über Nacht 
VPA Valproinsäure 
X-Gal  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-Galaktosid 
μ mikro (10-6) 
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